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RESUMEN

El higado graso no alcohdlico (HGNA) es una enfermedad que agrupa un amplio
espectro de alteraciones hepaticas, que incluye desde la acumulacién excesiva de
grasa en el higado (esteatosis) hasta la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). Los
pacientes con HGNA frecuentemente presentan alteraciones en las
concentraciones de diversas adipocinas, siendo la participacion de la leptina y
adiponectina la mas estudiada, tanto como factores de riesgo como potenciales
blancos terapéuticos para el HGNA. Dada la relevancia de las adipocinas en el
desarrollo del HGNA, la busqueda de nuevas adipocinas asociadas al HGNA es
una tarea vigente. En este sentido, la proteina secretada relacionada a frizzled 5
(Sfrp5) fue identificada como una adipocina anti-inflamatoria con efecto protector
contra el desarrollo de esteatosis hepatica en un modelo murino de obesidad.
Ademas, hallazgos en este mismo modelo sugieren que la regulacion de la via de
Wnt mediante Sfrp5 podria estar involucrada en el desarrollo del HGNA. Sin
embargo, la participacion de SFRP5 en el desarrollo del HGNA han sido poco
evaluada en humanos. Por ello, el objetivo del presente estudio fue analizar la
participacion de SFRP5 en el desarrollo y progresion del HGNA en mujeres
mexicanas con obesidad.

El estudio comprendié 54 mujeres con obesidad obesidad clase 1l y lll. La
frecuencia del HGNA en esta poblacion fue de 83.3%, de las cuales el 24.1%
presentd esteatosis simple, el 18.5% EHNA indefinida y 40.7% presenté EHNA. El
analisis de las concentraciones séricas de SFRP5 y leptina no mostr6é diferencias
significativas entre los grupos sin HGNA, esteatosis y esteatohepatitis (P>0.05).
En contraste, los pacientes con esteatohepatitis presentaron concentraciones
séricas de adiponectina menores comparadas con el grupo de mujeres obesas sin
HGNA (P<0.05). De manera interesante y a diferencia de lo observado con SFRP5
sérica, las concentraciones hepaticas de SFRP5 (mMRNA y proteina) mostraron
una correlacion negativa con el contenido hepatico de triacilglicéridos (P=0.039) y
fueron menores en las mujeres con esteatohepatitis en comparacién con aquellas

sin HGNA (P=0.026 y P=0.006, respectivamente). Aun cuando los resultados de



este estudio muestran que la disminucion de los niveles hepaticos del mMRNA de
SFRP5 no esté relaciona con la metilacién de las dos regiones (-326 a -191 pb vy -
150 a -74 pb) del promotor de SFRP5, no se puede excluir la participacién de otras
regiones. Ademas, a través del andlisis de expresion génica global en biopsias de
tejido hepético se identifico un perfil de expresién que involucra genes del estrés
oxidante y de inflamacion hepatica asociado con la concentracion de SFRP5 en
higado, lo que podria estar relacionado con la segunda agresion para la
progresion a esteatohepatitis.

En conclusién, este es el primer trabajo que reporta concentraciones
hepaticas bajas de mensajero y proteina SFRP5 asociadas con un riesgo mayor
de esteatohepatitis en humanos.



ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) comprises wide spectrum of liver
disorders, ranging from excessive accumulation of fat in the liver (steatosis) to non-
alcoholic steatohepatitis (NASH). NAFLD patients frequently show altered levels of
several adipokines, including leptin and adiponectin, which are considered as risk
factors and potentially as therapeutic targets. Because of the relevance of
adopokines in the pathophysiology of NAFLD, the search for other adipokines
involved in NAFLD is a current matter of extensive research. Secreted frizzled-
related protein 5 (Sfrp5) was identified as an anti-inflammatory adipokine
associated with lower hepatic lipid content in the murine model. In addition,
findings in this model suggest that Wnt pathway regulation through Sfrp5 could be
involved in the development of NAFLD. However, there is scarce evidence on the
role of Sfrp5 in humans. The purpose of the present study was to analyze the role
of SFRP5 in the development and progression of NAFLD in Mexican women with
obesity.

The study included 54 women with class Il and class Ill obesity. The
prevalence of NAFLD in this group was 83.3%, 24.1% of these had simple
steatosis, 18.5% had undefined NASH and 40.7% had NASH. Serum SFRP5 and
leptin concentrations did not differ significantly among women without NAFLD, with
steatosis and NASH (P>0.05). In contrast, patients with steatohepatitis showed
higher serum adiponectin concentrations as compared to those without NAFLD
(P<0.05). Interestingly, and unlike serum SRFP5 levels, hepatic SFRP5 expression
levels (MRNA and protein) showed a negative correlation with hepatic triglyceride
content (P=0.039), and SRFP5 expression levels were lower in women with
steatohepatitis than in women without NAFLD (P=0.026 and P=0.006,
respectively). Although decreased hepatic SFRP5 mRNA levels did not correlate
with methylation of promoter regions -326 to -191 pb and -150 to -74 pb,
methylation of other promoter regions could be responsible for this decreased
expression. Moreover, global gene expression in hepatic tissue biopsies identified



an expression profile associated with SFRP5 hepatic concentrations, which
involves oxidative stress and inflammation pathways, and could be related with the
second hit of progression to steatohepatitis.

In conclusion, this is the first study reporting low hepatic SFRP5 mRNA and
protein concentrations associated with a higher risk of steatohepatitis in humans.



ABREVIATURAS

ACTB Beta actina

ADIPOR2 Receptor 2 de adiponectina

AGLs Acidos grasos

ALT Alanino aminotransferasa

AMPK Proteina cinasa activada por AMP

AST Aspartato aminotransferasa

cDNA Acido desoxirribonucleico complementario

DNA Acido desoxirribonucleico

DT2 Diabetes tipo 2

EHNA Esteatohepatitis no alcohdlica

GGT Gama glutamil transpeptidasa

HGNA Higado graso no alcohdlico

HLD-C Colesterol de lipoproteina de alta densidad
HOMA-IR Modelo de homeostasis para la resistencia a la insulina
HRM Alta resolucion por punto de melting (apareamiento)
IL-6 Interleucina 6

IMC indice de masa corporal

JNK Cinasa c-Jun N-terminal

LDL-C Colesterol de lipoproteina de bajo peso molecular
MRNA Acido ribonucleico mensajero

MSP Reaccion en cadena de la polimerasa metilacion especifica
NAS Puntaje de actividad del HGNA

NRF2 Factor nuclear respiratorio 2

PCR tiempo real Reaccion en cadena de la polimerasa tiempo real

PPAR-y Receptor activado por el proliferador de peroxisomas gama
PPAR-a Receptor activado por el proliferador de peroxisomas alfa
PXR Receptor nuclear X de pregnano

RNA Acido ribonucleico
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RXR
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TNF-a
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WNTS5A
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Receptor nuclear X retinoide

Proteina secretada relacionada a frizzled 5

Factor de necrosis tumoral alfa

Lipoproteina de alta densidad

Wingless

Miembro 5a de la familia del sitio de integracion MMTYV tipo

wingless



1. ANTECEDENTES

1.1. HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO (HGNA)

1.1.1. DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

El higado graso no alcohdlico (HGNA) es una enfermedad hepéatica crénica
caracterizada por la acumulaciébn de grasa, principalmente en forma de

triacilglicéridos, mayor al 5% del peso total del higado o el 5% de los hepatocitos

[1].

El HGNA inicia como una simple esteatosis (exceso de grasa), aunque
puede progresar a una forma mas severa conocida como esteatohepatitis no
alcohdlica (EHNA) [1]. Esta se caracteriza por esteatosis, infiltrado inflamatorio y
dafio hepatocelular (balonamiento hepatico), e incrementa el riesgo de desarrollar

fibrosis y, eventualmente, cirrosis [2,3].

Como su nombre lo indica, el HGNA se presenta en personas que no
ingieren alcohol, o bien, su consumo esta considerado como no hepatotdxico (<20
g de alcohol/dia) [4]. La frecuencia del HGNA aumenta de manera considerable
conforme incrementa la obesidad [1,5,6]. Diversos estudios muestran que el
HGNA est4 presente hasta en un 80% de los sujetos con obesidad clase I/l y

hasta en un 95% de los sujetos con obesidad clase Il [7-10]. Ademas, estudios



multiétnicos realizados en habitantes de Estados Unidos estiman que la
prevalencia del HGNA es mayor en la poblacion hispana (45%; principalmente
méxico-americana), en comparacion con la poblacion caucéasica (33%) vy
afroamericana (24%) [11,12]. Esta diferencia se relaciona con una acumulacién

mayor de grasa visceral en los sujetos de origen hispano [11].

En la poblacion general, estudios transversales en distintas poblaciones han
reportado una frecuencia de HGNA de 20 a 30% [1,2,13] y en México, de
alrededor del 17% [14]. No obstante, se desconoce su prevalencia a nivel mundial

debido a la falta de un método de diagndstico preciso y no invasivo.

1.1.2. DIAGNOSTICO

A la fecha, el andlisis histolégico en biopsia hepatica es considerado como
el método mas fiable para el diagndéstico de las diversas etapas del HGNA
(esteatosis y esteatohepatitis) y fibrosis [15]. La biopsia hepatica se realiza: 1)
para determinar la presencia de esteatohepatitis en pacientes con elevacion
cronica sin causa aparente de la actividad de las transaminasas; 2) cuando existe
una fuerte sospecha de fibrosis hepdtica; y 3) en pacientes sometidos a cirugia
bariatrica [16,17]. En estos ultimos, la finalidad es identificar la EHNA vy, de estar
presente, tratarla de manera temprana para disminuir la progresiéon de la

enfermedad [18].



Debido a lo anterior, se han disefiado algunos métodos de diagndstico no
invasivos como la determinacion de marcadores séricos, indices o puntajes y

estudios de imagenologia.

La elevacién cronica de la actividad de las enzimas de funcionamiento
hepético: aspartato aminotransferasa (AST>40 UIl/L), alanina aminotransferasa
(ALT>40 UI/L) y gamma glutamil transferasa (GGT=48 UI/L en hombres y
GGT=29UI/L en mujeres) son marcadores séricos que sugieren dafio hepatico,
incluido el ocasionado por el HGNA. Sin embargo, estos marcadores tienen baja

sensibilidad y especificidad [19].

Por otro lado, se han disefiado una gran variedad de puntajes (i.e.
algoritmos matematicos) para estimar la presencia de esteatosis, esteatohepatitis
y fibrosis. Para el calculo de estos puntajes se consideran parametros
antropométricos (talla, peso y circunferencia de cintura), determinaciones
bioquimicas como glucosa en ayuno, triacilglicéridos, colesterol total y la actividad
enzimatica de ALT, AST y GGT. Una vez calculados, los puntajes se ajustan por
edad y género [16]. Un ejemplo de estos puntajes es el Fibromax, el cual se basa
en determinaciones séricas de bilirrubina total, GGT, ALT, haptoglobina,
apolipoproteina A-l, a2-macroglobulina, AST, glucosa en ayuno, colesterol total y

triacilglicéridos; ajustando el resultado por edad, sexo, peso y talla [20].



Adicionalmente, estudios de imagenologia como el ultrasonido, la
tomografia axial computarizada y la resonancia magnética nuclear, han sido de
utilidad para determinar la acumulacién de grasa en el higado con mayor precision

gue los marcadores de actividad enzimética o los puntajes [1,2].

No obstante, estos tres tipos de métodos no detectan el infiltrado
inflamatorio y dafio hepético con la especificidad y sensibilidad de la evaluacion
histol6gica de la biopsia hepatica. Por lo tanto, se siguen buscando marcadores no

invasivos que permitan un diagndstico preciso de la enfermedad.

1.1.3. PATOGENIA

Day y James (1998) propusieron la hipotesis de “Dos agresiones” con la finalidad
de establecer los mecanismos de patogenia del HGNA, los cuales aun no han sido
completamente dilucidados [6]. La “Primera agresion” corresponde al desarrollo de

la esteatosis y la “Segunda agresiéon” a la de la esteatohepatitis.

Los mecanismos principales involucrados en este proceso incluyen el estrés

oxidante, disfuncion mitocondrial y un perfil alterado de secreciéon de adipocinas

(Figura 1).
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ESTEATOSIS HEPATICA

En la “Primera agresion”, la acumulacion de grasa hepatica se debe a un
desequilibrio en el metabolismo de lipidos aunado al de los carbohidratos. Este
desequilibrio se traduce en un influjo mayor de lipidos al higado acompafiado de
un eflujo menor de éstos [21,22]. El incremento del influjo de acidos grasos libres
(AGLs) se debe principalmente a una alta actividad lipolitica del tejido adiposo v,
en menor grado, a una sintesis de novo aumentada de AGLs en el higado y un
consumo abundante de grasas en la dieta [23]. Por otro lado, la remocion de estos
lipidos (eflujo) mediada por pB-oxidacion y la secrecion de lipoproteinas de alta
densidad (VLDL) puede ser normal o estar incrementada. Sin embargo, el
aumento en la actividad de estas vias no es suficiente para disminuir la

concentracion hepética de AGLs y triacilglicéridos [24].

El desequilibrio metabdlico de lipidos esta acompafiado comunmente de
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, como la hiperinsulinemia y
resistencia a la insulina [1,25]. La hiperinsulinemia es consecuencia de la
disminucién de la sensibilidad (resistencia) a la insulina, la cual coexiste de
manera frecuente con la esteatosis [25]. La resistencia a la insulina , i.e. la
interrupcion de la sefializacion de esta hormona, resulta en la falta de inhibicion de
la lipolisis en el tejido adiposo [26]. Ademas, la resistencia a la insulina incrementa
la gluconeogénesis y la activacién de vias de biosintesis de lipidos en el higado

que resulta en la produccion aumentada de VLDL y dislipidemia [27]. Por lo tanto,
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la resistencia a la insulina se considera como un factor de riesgo para la
acumulacion de grasa hepética. Sin embargo, cabe destacar que ésta no es la
Gnica via que participa en la patogenia del HGNA, ya que la poblacién
afroamericana exhibe una frecuencia elevada de resistencia a la insulina pero baja
de HGNA [11]. Esto sugiere que existen varias rutas que conducen al desarrollo

de esta enfermedad.

PROGRESION A ESTEATOHEPATITIS

En la “Segunda agresién”, el estrés del reticulo endoplasmatico, el estrés oxidante,
ademas de un perfil alterado de secrecion de adipocinas, conllevan a la

inflamacion y al dafio hepatocelular caracteristicos de la EHNA (Figura 1) [1,22].

El estrés del reticulo endoplasmatico activa la respuesta a proteinas mal
plegadas (UPR: unfolded protein response) y éstas a su vez, vias de sefializacion
mediadas por IRE (inositol requiring 1- a), PERK (PKR-like ER kinase) y ATF
(activating transcription factor) [28]. La activacion de estas vias induce la expresion
de genes involucrados en la resolucién del estrés del reticulo endoplasmatico [28].
Sin embargo, su activacion crénica induce la infiltracién inflamatoria, altera la via
de sefializacion de la insulina e incrementa la lipogénesis y el estrés oxidante, lo

gue contribuye al establecimiento de la EHNA [29].
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Por otro lado, la acumulacion de lipidos en el hepatocito altera la capacidad
de oxidacién de la mitocondria [30], ocasionando estrés oxidante. Esto se refleja
en una produccién incrementada de especies reactivas de oxigeno (ROS) aunada
a una disminucion de enzimas antioxidantes. El estrés oxidante induce la muerte
celular y promueve la produccion de citocinas inflamatorias, favoreciendo la

progresion a esteatohepatitis [30,31].

Figura 1. Representacién esquemaética de la patofisiologia del HGNA. La “Primera agresion” describe la
acumulacion ectépica de grasa en el higado, ocasionada por un incremento en la lipdlisis del tejido adiposo,
asi como una secreciobn aumentada de adipocinas pro-inflamatorias y disminuida de anti-inflamatorias en
presencia de hiperinsulinemia y concentracion elevada de glucosa. Posteriormente, puede ocurrir una
“Segunda agresion”, la cual comprende la lipotoxicidad de los derivados de los lipidos como TG y la
resistencia a la insulina, las cuales favorecen la disfuncion mitocondrial y el estrés del reticulo endoplasmético,
aunado a la secrecion alterada de adipocinas por parte del tejido adiposo.

Abreviaturas: AGLs, &cidos grasos libres; TG, triacilglicéridos; VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; C-
HDL, colesterol de lipoproteina de alta densidad; C-LDL, lipoproteina de baja densidad; CEPT, proteina
transportadora de ésteres de colesterol; RE, reticulo endoplasmico. Modificada Cusi K [32].
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PROGRESION DE ESTEATOHEPATITIS A FIBROSIS

La fibrosis es una respuesta cicatrizal del higado para revertir el dafio y asi
mantener la estructura y funcionalidad del 6rgano. Sin embargo, el dafio crénico
producido por la EHNA puede favorecer el establecimiento de la fibrosis a través
de una produccion excesiva de proteinas de la matriz extracelular y la disminucién
de su degradacién [33]. Esto puede provocar el desarrollo de cirrosis, etapa final
de la fibrosis en la que se presentan nodulos parenquimatosos rodeados por

cicatrices, los cuales hacen disfuncional al higado [34].

Estudios transversales han reportado del 9 al 15% de los pacientes con
EHNA progresan a fibrosis y cirrosis [2,3] y en poblacion con obesidad morbida se
presenta una prevalencia promedio de fibrosis de 34% (13 — 74%) en sujetos con

EHNA [7,35,36].

1.2. PARTICIPACION DE LAS ADIPOCINAS EN EL DESARROLLO DEL

HGNA

Debido a que la obesidad es uno de los factores de riesgo mas importantes para el

desarrollo del HGNA [2,5,37], varios estudios epidemiologicos y en modelos

animales se han enfocado en estudiar la implicacién del tejido adiposo en esta
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patologia, principalmente la contribucion de la secrecion alterada de algunas

adipocinas [2,5,37].

Durante la obesidad, el tejido adiposo es excesivo y disfuncional, i.e. los
adipocitos (que normalmente almacenan triacilglicéridos) tienen una lipdlisis
elevada y, como consecuencia, la concentracion de AGLs en la circulacién
sistémica esta incrementada. Cabe sefialar que el higado esta expuesto a una
mayor concentracion de AGLs con respecto a otros 6rganos debido a que el tejido
adiposo libera AGLs de manera directa en la vena porta [38—40], lo cual promueve

la sintesis hepatica de lipidos, lipoproteinas y glucosa [41].

Aunado a lo anterior, el tejido adiposo exhibe una secrecion alterada de
adipocinas. Estas proteinas son sintetizadas y secretadas por los adipocitos a la
circulacién sistémica y actuan en 6rganos como el higado y el musculo a través de
Su union a receptores de membrana. Esto activa vias de sefializacion que regulan
funciones como el gasto energético, procesos inflamatorios y el metabolismo de

lipidos y glucosa [42,43].

El perfil alterado de secrecidbn de adipocinas se caracteriza por un
incremento en la sintesis y secrecién de adipocinas pro-inflamatorias como leptina,
resistina, TNF-a (Factor de necrosis tumoral a) e IL-6 (interleucina 6) y una

secrecion reducida de la adipocina anti-inflamatoria, adiponectina [44,45];
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promoviendo un estado inflamatorio [46—48], resistencia a la insulina, influjo mayor

de AGLs al higado, produccién de ROS y apoptosis en distintos tejidos [49-54].

Multiples estudios transversales han reportado que sujetos con HGNA
exhiben concentraciones séricas incrementadas de leptina, resistina, TNF-a e IL-6,
pero disminuidas de adiponectina, en comparacion con sujetos sin HGNA
[45,47,50,53,55-57]. Este comportamiento correlaciona positivamente con
inflamacion vy fibrosis hepatica [48,55,58]. Sin embargo, es importante mencionar
gue estos hallazgos no han sido consistentes en distintos estudios en el humano,
debido probablemente a diferencias metodolégicas y en los criterios utilizados

para el diagndstico histologico del HGNA [45,55,59-61].

La cuantificacion de la concentracién sérica de adipocinas esta considerada
como una herramienta util para identificar el riesgo de desarrollar enfermedades
metabdlicas. Por ejemplo, se ha propuesto el cociente leptina/adiponectina como
marcador de resistencia a la insulina debido a que correlaciona negativamente con
el indice de sensibilidad a la insulina medido por pinza euglicémica
hiperinsulinémica [62]. Ademas, se ha propuesto que las concentraciones séricas
elevadas de leptina y bajas de adiponectina podrian ser utilizadas como

marcadores de diagndstico no invasivos del HGNA [55,64—-67].

La leptina es una adipocina pro-inflamatoria que ejerce sus efectos a través

de la unién al receptor LepRb expresado en el hipotdlamo y tejidos periféricos, e.g.
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hepético y adiposo [68]. En el hipotdlamo, la leptina regula la homeostasis
energética, incrementado el gasto energético y disminuyendo el apetito [69].
Ademas, esta hormona regula de manera indirecta en el hipotdlamo y directa en el

higado, el metabolismo de lipidos mediante la activacion de la B-oxidacion [69].

Aun cuando los sujetos con obesidad e/o HGNA presentan frecuentemente
hiperleptinemia, la accion de de esta hormona es deficiente. Esta condicion es
conocida como resistencia a la leptina y puede deberse a un transporte defectuoso
de la adipocina a través de la barrera hematoencefalica, la disminucion de su
sefializacion o presencia de variantes genéticas en LEP y LEPR [70-72] (Figura 2).
En contraste, los efectos pro-inflamatorios y pro-fibréticos de la leptina no estan
inhibidos, sugiriendo que la resistencia a esta adipocina es solo parcial en sus

tejidos blanco [73].
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Figura 2. Efecto de la leptina sobre la regulacién del metabolismo de lipidos en el higado. La leptina
regula el metabolismo hepético de lipidos mediante su unién al receptor LepRb directamente en el higado, o
indirectamente, en el hipotadlamo. Esto activa la via de sefializacién de AMPK en el higado, lo cual bloquea a
ACC1, inhibiendo asi, la produccién de malonil-CoA y, por lo tanto, la sintesis de novo de AGLs. En
condiciones de concentraciones bajas de malonil-CoA, CPT-1 puede transportar AGLs a la mitocondria para
su oxidacion, lo cual favorece una menor acumulacion de AGLs en el HGNA. Adicionalmente, AMPK
promueve la sintesis de PPARaq, el cual estimula la sintesis de genes involucrados en la 3-oxidacion.
Abreviaturas: AMPK, Proteina cinasa activada por AMP ; ACC, Acetil-CoA carboxilasa; CPT-1, carnitina
palmitoiltransferasa 1. Modificada de Morton GJ y Schwartz MW [74] y Minokoshi y cols [75].

La adiponectina producida y secretada como trimero, hexamero y multimero
de alto peso molecular, tiene efectos de tipo anti-inflamatorio, anti-esteatético, anti-

oxidante y anti-fibrético, ademas de favorecer la sensibilidad a la insulina [76].

Esta adipocina ejerce su accién biolégica a través de dos receptores:
ADIPORL1, expresado predominantemente en el musculo y ADIPOR2, en el higado.
La unidn a sus receptores promueve la activacion de APPL1 (proteina adaptadora
con dominio PH, PTB y motivo de cremallera de leucina 1), la cual activa a su vez
a AMPK (proteina cinasa por AMP), PPAR-a (receptor activado por el proliferador

de peroxisomas alfa), PPAR-y (receptor activado por el proliferador de
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peroxisomas gama) y p38MAPK (proteina cinasa activada por mitogenos p38)

(Figura 3) [76,77].

La capacidad anti-inflamatoria de la adiponectina se debe a que ésta altera
el funcionamiento de los macréfagos, bloqueando su actividad fagocitica [78,79];

ademas de disminuir la produccion y respuesta inflamatoria de TNF-a [80].

En el higado, la adiponectina reduce la gluconeogénesis hepatica,
incrementa la B-oxidacion de AGLs y disminuye la sintesis de novo de acidos
grasos via AMPK [77]. Los efectos anti-fibréticos de la adiponectina consisten en
la disminucion de la produccion de mediadores inflamatorios y la activacion de las
células hepaticas esteladas [81]. Debido a estos efectos protectores, se ha

sugerido que la adiponectina puede ser utilizada en el tratamiento del HGNA [63].
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Figura 3. Sefializacion de la adiponectina en el higado. La adiponectina es sintetizada y ensamblada en el
tejido adiposo subcutaneo en tres multimeros: trimeros, hexameros y adiponectina de alto peso molecular.
Esta adipocina es secretada a la circulacion sistémica y se une a dos receptores en sus érganos blanco:
ADIPOR1 y ADIPOR2. La union a sus receptores activa a la molécula APPL1, y esta a su vez, a AMPK, la
cual inhibe la gluconeogénesis (PEPCK y G6Pasa) y la sintesis de novo de los 4cidos grasos (SREPB-1).
Ademas, AMPK favorece la oxidacion de &cidos grasos mediante la inhibicion de ACC y activacién de PPAR-
a, promueve un menor estado inflamatorio (P13 y NF-kB) y estimula la captaciéon de glucosa (GLUT-4).
Abreviaturas: APPL1, proteina adaptadora con dominio PH, PTB y motivo de cremallera de leucina 1; ACC,
acetil-CoA carboxilasa; SREBP-1, proteina de unidn al elemento de respuesta a esteroles; PI3, fosfoinositol 3-
cinasa; PPAR-q, receptor activado por el proliferador de peroxisomas alfa; GLUT4, transportador de glucosa-4
Modificada de Brochu-Gaudreau y cols [76].

Actualmente, la adiponectina es la Unica adipocina descrita como protectora
contra el HGNA en humanos. Sin embargo, estudios in vitro y en animales han
identificado otra adipocina que también podria tener un efecto protector contra el
higado graso [43,55,82], conocida como proteina secretada relacionada a Frizzled

5 (SFRP5) [83].
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1.3. PROTEINA SECRETADA RELACIONADA A FRIZZLED 5 (SFRP5)

1.3.1. Sfrp5 COMO ADIPOCINA EN MODELOS ANIMALES

Ouchi y cols. (2010) mostraron que la expresién génica de Sfrp5 en el tejido
adiposo de ratones obesos (modelo de obesidad genética o inducida por dieta) es
menor a la observada en ratones delgados. Ademas, los ratones deficientes de
SFPR5 alimentados con una dieta obesogénica presentan una mayor ganancia de
peso, esteatosis hepatica e intolerancia a la glucosa con respecto a los de tipo
silvestre. Adicionalmente, la restitucion de Sfrp5 revirtid la esteatosis hepatica, la
intolerancia a la glucosa, y disminuyoé la expresion de las adipocinas pro-
inflamatorias 1-6, Tnf-a y proteina quimioatrayente de macrofagos 1 (MCP-1).
Cabe destacar que la administracion de un vector con Sfrp5 en ratones con
esteatosis hepatica inducida genéticamente revirti6 esta condicibn con mayor
eficiencia que la del vector con adiponectina [83]. Con base en estos resultados,
se sugirid a Sfrp5 como una adipocina anti-esteatética y anti-inflamatoria, la cual
participa en la patogenia de la esteatosis hepatica y la intolerancia a la glucosa en
modelos murinos de obesidad. Sin embargo, la participacién de SFRP5 en estas

alteraciones metabdlicas ha sido poco estudiada en humanos.
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1.3.2. SFRP5 EN EL HUMANO

Varios estudios han reportado una correlacion negativa de las concentraciones
séricas de SFRP5 con el IMC (indice de masa corporal), las concentraciones
séricas de triacilglicéridos y colesterol, y una correlacién positiva con C-HDL
(colesterol de lipoproteina de alta densidad) [84-86], sugiriendo un efecto

protector de SFRP5 contra alteraciones metabdlicas en el humano.

De igual manera, estudios recientes en humanos mostraron que las
concentraciones seéricas de SFRP5 correlacionan positivamente con las de
adiponectina y negativamente con las de leptina y el cociente leptina/adiponectina
(marcador de resistencia a la insulina) [81,94,96]. Estos hallazgos son
consistentes a lo observado en el modelo de ratén, ademas sugieren que en el
humano, SFRP5 podria ser considerada como una adipocina anti-inflamatoria

semejante a la adiponectina.

La expresion génica de SFRP5 es abundante en epitelio pigmentario de la
retina y pancreas, y es menor en otros tejidos como colon e higado del humano
[87], a diferencia de lo observado en el modelo murino, donde Sfrp5 se expresa
Uunicamente el tejido adiposo [83]. De manera consistente, se ha observado
expresion de SFRP5 baja en el tejido adiposo humano (subcutaneo y visceral) , la

cual se debe a expresion en la fraccion estromal y no en el adipocito [88].
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1.3.3. MECANISMO DE ACCION DE SFRP5 COMO ADIPOCINA

El estudio de los mecanismos mediante los cuales se desarrolla y progresa el
HGNA es crucial para identificar blancos terapéuticos que permitan mejorar su

tratamiento e incluso prevenir y curar esta enfermedad.

En este sentido, se sabe que SFRP5 pertenece a una familia de 5
miembros denominada “proteinas secretadas relacionadas a frizzled” [89]. El gen
SFRP5 estd compuesto por 1,883 pares de bases (pb), tiene 3 exones y codifica
para una proteina de 317 amino&cidos. La regiébn amino terminal presenta un
dominio homodlogo al dominio extracelular de los Frizzled, conformado
principalmente por cisteinas (cysteine-rich domain; CRD), mientras que la regién

carboxilo terminal tiene un motivo relacionado a netrina (NTR) [90].

Se ha establecido que el mecanismo de acciéon de SFRP5 consiste en su
union a los ligandos WNT5A y WNT11 (a través del dominio CRD), evitando que
estos se unan a sus receptores Frizzled para modular la via de Wingless (WNT)
en los tejidos blanco [91]. La via de sefalizacion de WNT es esencial en el
desarrollo embrionario. Ademé&s, en la vida adulta est4d implicada en el
funcionamiento de diversos tejidos [92,93]. En el higado, esta via participa en el
crecimiento, regeneracion, metabolismo y estrés oxidante [94]. De manera
consistente, la presencia de mutaciones y/o el silenciamiento epigenético en

componentes de la via WNT pueden causar condiciones patolégicas, como
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distintos tipos de céancer [95]. Estudios epigenéticos han identificado que la
expresion génica de SFRP5 estd silenciada por hipermetilacion en la regién
comprendida de -326 a -191 pb en su promotor. Esto provoca una proliferacién
celular descontrolada que conlleva al desarrollo de cancer, incluido el carcinoma
hepatocelular [87,92,93]. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual
SFRP5 participa como adipocina en el desarrollo de la esteatosis hepéatica e

intolerancia a la glucosa.

Ouchi y cols. propusieron que Sfrp5 puede regular el metabolismo de
lipidos y glucosa en el modelo de raton mediante su unién a Wnt5a. Los autores
sefialaron que el adipocito del raton delgado secreta una alta proporcion de Sfrp5
gue permite neutralizar a todas las moléculas de Wnt5a circulantes, evitando la
unién de esta Ultima a su receptor y la subsecuente activacion de la via de Wnt
(Figura 4a). En contraste, la proporcion Sfrp5/Wnt5a secretada se invierte en el
adipocito del ratén obeso, lo que conlleva a que Sfrp5 sea incapaz de neutralizar a
todas las moléculas de Wnt5a. Por lo tanto, Wnt5a se une a su receptor FrZ
(frizzled), activando la via no candnica de Wnt. Esta induccion produce la
activacion de Jnk-1 (cinasa c-Jun N-terminal), el cual fosforila residuos de serina
del sustrato del receptor de insulina 1, inhibiendo la sefalizacion de la insulina
(Figura 4b) [83,96].

En consistencia con este hallazgo, otros estudios in vivo e in vitro han
reportado la participacion de Wnt5a en el desarrollo del higado graso a través de

la activacion de Jnk, la cual estimula respuestas inflamatorias [97].
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(a) Adipocito de
un raton
delgado

(b) Adipocito de
un ratén
obeso

Figura 4. Representacion esquematica del posible mecanismo de accién de Sfrp5. (a) En un adipocito de
un ratén delgado, Sfrp5 se encuentra en mayor proporcidon que Wnt5a. Sfrp5 es capaz de secuestrar a Wnt5a
y, por lo tanto, no se activa la via no candénica de Wnt; (b) En contraste, en un adipocito de un ratén obeso,
Sfrp5 esta en menor proporcion que Wnt5a y, por lo tanto, la unién de Wnt5a con su receptor no es bloqueada.
Al unirse a su receptor, Wnt5a activa la via no canénica de Wnt, activando a Jnkl y, posteriormente,
promoviendo la resistencia a la insulina al fosforilar residuos de Ser del sustrato del receptor de la insulina
1(Irs-1). Modificada de Ouchi y cols. [83].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El HGNA es una enfermedad hepatica crénica que ha tomado gran importancia en
los ultimos afios, debido en parte, al incremento de la prevalencia de la obesidad.
La patogenia del HGNA aun no estd completamente dilucidada. Sus mecanismos,
incluido el perfil alterado de secrecion de adipocinas, siguen siendo investigados
con la finalidad de optimizar su tratamiento y, eventualmente, prevenir y curar esta
patologia. Los modelos animales de HGNA o EHNA han sido de gran importancia
para identificar moléculas asociadas a esta enfermedad, pero estos no reflejan por
completo la patofisiologia del HGNA en el humano. Recientemente, Sfrp5 se
identific6 como una adipocina anti-inflamatoria con propiedades anti-esteatoticas
en un modelo murino de obesidad. Sin embargo, su participacion en el desarrollo
del HGNA en el humano ha sido poco estudiada. Por lo tanto, el presente estudio
evalud la asociacion de SFRP5 con el HGNA en mujeres mexicanas con obesidad,
su correlacion con WNT5A y si las concentraciones hepaticas de SFRP5 se
asociacion con un perfil de expresion génica relacionado con el funcionamiento del

tejido hepético.
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3. HIPOTESIS

Las concentraciones de SFRP5 séricas y de tejido adiposo y hepatico estan
disminuidas en mujeres obesas con HGNA; y correlacionan negativamente con las

concentraciones de WNT5A en estos tejidos.
La disminucion de la expresion de SFRP5 se debe, en parte, a la metilacion

de su promotor, y afecta la expresién hepatica de genes implicados en vias de

sefalizacidén asociadas con el desarrollo del HGNA.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la asociaciéon de las concentraciones de SFRP5 en suero, tejido hepatico y
adiposo, con la presencia del HGNA en mujeres con obesidad. Ademas, analizar
Si estas concentraciones se asocian con las concentraciones de WNT5A y con un

perfil de expresion génica hepatica relacionado con el desarrollo del HGNA.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

» Replicar las asociaciones previamente reportadas para las concentraciones

séricas de adiponectina y leptina con el HGNA, en las mujeres con obesidad

participantes en este estudio.

e Evaluar si la expresion hepatica del receptor 2 de adiponectina (ADIPOR2)

se asocia con el HGNA.

e Analizar la correlacion de las concentraciones séricas y de expresion en

tejido adiposo y hepatico de SFRP5 con las concentraciones de WNT5A, asi

como su asociacion con el HGNA.
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» Analizar los patrones de metilacién de las regiones -326 a -191 pb y de -150

a -74 pb del promotor de SFRP5 y su asociacién con la expresion de este

gen.

* Identificar perfiles de expresion génica asociados con hepatica de la proteina

SFRP5, a través de analisis de expresion génica global.
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5. SUJETOS Y METODOS

5.1. Participantes del estudio

Se realizé un estudio de corte transversal en el que participaron 54 mujeres con
obesidad clase Il/lll sometidas a cirugia bariatrica para reduccion de peso corporal
en el Hospital General “Dr. Rubén Lefiero” de la Ciudad de México. La razén por la
cual el estudio comprendié solo mujeres se debe a que éstas recurren mas
frecuentemente a este tratamiento quirdrgico y tienen mayor disponibilidad de
participar en este tipo de estudios. Ademas, el numero de hombres sin HGNA
participantes en el estudio fue escaso (n=2), lo que imposibilita el analisis

estratificado por sexo.

Las mujeres candidatas para la cirugia bariatrica fueron seleccionadas de
acuerdo a los siguientes criterios: aquellas con obesidad clase Il (IMC igual o
mayor a 40 kg/m?) y con obesidad clase Il (IMC de 35 a 39.9 kg/m?) [98] que
presentaran una o mas comorbilidades como diabetes tipo 2 (DT2), hipertensién
(presion arterial sistélica 2140 mmHg o presion arterial diastélica 290 mmHg o
tratamiento para la hipertension), o concentracion sérica de triacilglicéridos = 150
mg/dL o de C-HDL < 50 mg/dL [99,100]. El rango de edad fue de 21-60 afos. A
todas las participantes se les tom6 una biopsia de tejido hepatico y adiposo

(subcutaneo vy visceral) durante la cirugia. Durante un periodo de un afio y medio,
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se captaron 68 mujeres de manera consecutiva, de las cuales 54 cumplieron con
los criterios de inclusion. Todas las participantes en el estudio firmaron una carta
de consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del

Instituto Nacional de Medicina Gendémica (INMEGEN).

CRITERIOS DE INCLUSION

Mujeres con obesidad clase Il o Ill sometidas a cirugia bariatrica, como
tratamiento para disminucion del peso corporal.

- Mayores de 18 afos de edad.

- Contar con biopsia transoperatoria de tejido hepatico y tejido adiposo
(visceral y subcutaneo).

- Consentimiento informado firmado por la participante.

CRITERIOS DE EXCLUSION
- Mujeres con historial de consumo de alcohol =20 g/ dia.
- Mujeres con historia de hepatitis viral o marcadores seroldgicos positivos
para hepatitis viral B o C (antigeno de superficie de la hepatitis B o

anticuerpo contra el virus de la hepatitis C).

CRITERIOS DE ELIMINACION

- Las participantes sin biopsia hepéatica o de tejido adiposo.

- Mujeres que no firmaron el consentimiento informado.

31



El tamafo de la muestra se obtuvo con el programa G*Power (Heinrich-
Heine-Universitat) [101]. Para ello, se calculé el poder estadistico con base en
estudios previos de asociacion de adiponectina con el HGNA en poblacion con
obesidad mérbida [67,102], suponiendo que SFRP5 tiene un efecto semejante al
de adiponectina. El tamafo de la muestra calculado fue de 16 sujetos por grupo,

considerando un efecto de 0.43, un poder estadistico de 0.8 y un a=0.05.

5.2. Mediciones antropométricas

Las mediciones antropométricas, como peso Y talla, fueron tomadas de acuerdo a
la técnica de Lehmann (1998) con equipos que cumplieron las normas de calidad
establecidas internacionalmente. El IMC se calculé dividiendo el peso expresado

en kilogramos entre la estatura en metros elevada al cuadrado (Kg/m?).

5.3 Determinacion de parametros bioquimicos y hormonales

Se obtuvieron muestras sanguineas en ayuno de 12 horas, en las que se midieron
distintos pardmetros bioquimicos y hormonales. Las concentraciones de lipidos,
glucosa, insulina, creatinina, acido urico, ALT, AST y GGT se determinaron en el
Departamento de Endocrinologia y Metabolismo de Lipidos del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) con procedimientos
previamente descritos [103]. Para medir las concentraciones séricas de SFRPS5,

WNT5A, adiponectina y leptina, se utiliz6 el método de ensayo por
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inmunoabsorcién ligado a enzimas (leptina y adiponectina: EMD Millipore, St.

Charles, MO, USA; SFRP5 y WNT5A: MyBioSource, San Diego, California, USA).

El modelo HOMA-IR fue empleado para calcular la resistencia a la insulina [104]:

HOMA-IR = glucosa (mmol/L) x insulina (mUI/L)
22.5

La concentracion normal de glucosa en ayuno se definié con un valor <100
mg/dL. La diabetes tipo 2 se definié por reporte de tratamiento hipoglucemiante o
un valor de glucosa en ayuno =126 mg/dL [105]. Adicionalmente, la resistencia a la
insulina fue evaluada con el cociente LAR, cuyo valor se obtiene al dividir la
concentracion la concentracion sérica de leptina entre la de adiponectina
circulante, y correlaciona con el indice de sensibilidad a la insulina medido por

pinza euglucémica hiperinsulinémica [62].

5.4. Analisis histolégico

Las biopsias hepaticas se tomaron del borde libre del I6bulo izquierdo mediante la
técnica de reseccion en cufia con bisturi armoénico. Cada biopsia fue depositada
en un tubo con RNA later (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y congelada
a -70°C para su conservacion. Una porcion de la biopsia hepatica se fij6 en
formaldehido y fue embebida en parafina, seccionada y tefiida con hematoxilina-

eosina y tricromico de Masson. La caracterizacion histolégica de la biopsia
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hepatica de todas las participantes fue realizada por un patélogo experimentado
del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricibn Salvador Zubiran. Para ello, se empleé el sistema de puntuacién
semicuantitativo propuesto por Kleiner y cols. (2005), el cual incluye grado de
esteatosis, grado de inflamacion y grado de balonamiento hepatocelular [60]. En la

tabla 1 se describen los grados para cada una de las caracteristicas histologicas.

Tabla 1. Descripcién de las caracteristicas histologicas empleadas en el

sistema de puntuacion semicuantitativo de Kleiner.

Esteatosis Inflamacion lobular Balonamiento
Grado O < 5% de grasa Ningun foco de inflamacion Sin balonamiento
hepatica
Grado 1 5 - 33% de grasa < 2 focos de inflamacién/20x Poco
hepética campo 6ptico balonamiento
Grado 2 >33 - 66% de grasa | 2 — 4 focos de inflamacién/20x | Abundante
hepatica campo Optico balonamiento
Grado 3 >66% de grasa >4 focos de inflamacién/20x No aplica
hepatica campo 6ptico
Pu,n'FaJe 3 3 2
maximo

El puntaje de actividad del HGNA (NAS) se obtuvo sumando los distintos grados
de esteatosis, inflamacion lobular y el balonamiento, el cual se empled para definir
la presencia de EHNA. Con base en estas tres caracteristicas histologicas y el
NAS, las mujeres fueron clasificadas en 4 grupos de estudio: 1) sin HGNA (sin
esteatosis); 2) esteatosis simple (NAS 1-2); 3) EHNA indefinida (NAS 3-4); y 4)

EHNA (NAS=5).
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La escala de fibrosis (F) que se considero tiene un rango de 0-4: FO = sin
fibrosis; F1 = 1a/lb, fibrosis perisinusoidal poco a moderada en la zona 3 y 1c,
solo fibrosis periportal o portal;, F2 = fibrosis perisinusoidal con fibrosis

portal/periportal; F3 = fibrosis en puente; y F4 = cirrosis.

5.5 Determinacion del contenido hepéatico de triacilglicéridos

La extraccion de lipidos hepaticos se llevé a cabo mediante el método de Folch
[106], utilizando 50 mg de tejido. Las muestras se homogenizaron en solucién de
NaCl, al 0.09% vy los lipidos totales fueron extraidos con cloroformo/metanol (2:1).
Los triacilglicéridos se midieron con un ensayo colorimétrico (Diagnostic systems,

Holzheim, Germany) y fueron normalizados con la concentracién total de proteina.

5.6. Extraccién de mRNA y sintesis del cDNA de tejido hepatico y adiposo

Las biopsias de higado y tejido adiposo (subcutaneo y visceral) se almacenaron
en 2 mL de RNA later a -70° C (Applied Biosystems). La extraccion del RNA total
del tejido adiposo visceral y subcutaneo se realizé con el producto RNeasy Lipid
Tissue Mini (Qiagen, Germantown, Maryland, USA) y la del tejido hepéatico, con el
reactivo Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). El RNA total se
cuantificé por espectrofotometria (NanoDrop 2000c, ThermoScientific, Wilmington,

DE, USA).
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Posteriormente, se utilizaron 500 ng de RNA total para realizar la sintesis
de cDNA empleando el estuche TagMan Reverse Transcription Reagent (Applied

Biosystems).

5.7. Cuantificacion de la expresion de SFRP5, WNT5A y ADIPOR2 mediante

PCR tiempo real

La expresion de SFRP5, WNT5A y ADIPOR2, asi como la de los genes de
expresion constitutiva (ACTB p-actina y GAPDH gliceraldehido-3-fostato
deshidrogenasa) se cuantificé por PCR tiempo real usando el producto LightCycler
TagMan Master Real time PCR, en el equipo Light Cycler 480 Il (Roche, Rotkreuz,
Switzerland). La cuantificacion del mRNA de SFRP5 se realiz6 con la sonda
TagMan Gene expression assay Hs00169366_m1 (Applied Biosystems). Para la
cuantificacion de WNT5A, ACTB y GAPDH se emplearon las sondas LNA Tagman
de la Libreria de Sondas Universales (Roche). El disefio de los oligonucledétidos y
seleccion de la sonda se realiz6 de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor (http:/Mww.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/iindex.jsp?id=UP030000).
Los oligonucledtidos y sondas empleados se enlistan en la tabla 2. Los niveles
relativos de mRNA de SFRP5, WNT5A y ADIPOR2 en relacién a ACTB fueron
calculados con el software LightCycler Relative Quantification Analysis por el

método matemaéatico AAC;.
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Tabla 2. Oligonucleétidos y sondas para la cuantificacion de mRNA mediante
PCR tiempo real.

Gen Secuencia de Oligonucleétidos No. Sonda
referencia (forward/reverse) (No. catalogo)
WNTEA NM_001256105, | TTCTGGCTCCACTTGTTGC 119
NM_003392 | GCCAAAGCCACTAGGAAGAA (04692306001)
GGGCATTGCAGCCATTAT 14
ADIPOR? NM_024551.2 | )G GCCCAAAAACACTCCTG (04685130001)
CCAACCGCGAGAAGATGA 64
ACTB NM_001101 | - AGAGGCGTACAGGGATAG (04688635001)
AGCCACATCGCTCAGACAC 60
GAPDH NM_002046 | -~ -ccAATACGACCAAATCC (04688589001)

5.8. Extraccién de proteinas totales

Para la extraccion de proteinas totales se utilizaron 70 mg de muestra de tejido
hepético y adiposo. El tejido fue homogenizado en RIPA frio adicionado con
inhibidores de proteasa (Roche), ortovanadato de sodio y fluoruro de sodio.
Posteriormente, el homogenado fue centrifugado y se recuper6 el sobrenadante.
La concentracion de proteinas se cuantific6 por el método de Lowry con el

producto DC protein Assay (Bio-Rad, Richmond, CA, USA).

5.9. Extraccion de proteinas nucleares y citoplasmaticas

Para la extraccion de proteinas nucleares y citoplasmaticas se emplearon 50 mg
de muestra de tejido hepatico. La extraccion se realizd con el producto ProteoJET
Cytoplasmatic and Nuclear Protein Extraction siguiendo las instrucciones del
fabricante (Fermentas, Canada). La concentracion de proteinas de los extractos

nucleares y citoplasmaticos se cuantificé de la misma manera que el extracto de
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proteinas totales.

5.10. Cuantificacion de las proteinas SFRP5 y WNT5A mediante hibridacién

tipo Western

Los extractos totales, citoplasméaticos y nucleares de las proteinas hepéaticas (50
Hhg), fueron separados por SDS-PAGE en geles al 10% vy transferidos a
membranas de fluoruro de polivinilidina (GE Healthcare/Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, USA). Las membranas se incubaron durante la noche con los
anticuerpos primarios anti-SFRP5 (hecho en cabra), anti-WNT5A (hecho en raton),
anti- A-TUBULINA (hecho en ratén) y anti-LAMININA A/C (hecho en raton) (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). La proteina a-tubulina fue utilizada
para normalizar la cantidad de proteina cargada del extracto de proteinas totales y
de la fraccién citoplasmatica. La normalizacion en el extracto nuclear se realizd
con LAMININA A/C. Posteriormente, las membranas fueron incubadas durante
una hora y media con sus respectivos anticuerpos secundarios marcados con
peroxidasa de rdbano. Las proteinas fueron visualizadas por quimioluminiscencia
empleando el producto ECL (Millipore, Billerica, MA, USA) y las sefales de las

proteinas fueron cuantificadas con el software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Debido a que el tamafio de la muestra bioldgica fue pequefio, solo fue

posible analizar las 54 muestras por duplicado. Los resultados se muestran como

el cociente de SFRP5/ a-TUBULINA o WNT5A/ a-TUBULINA.
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5.11. Andlisis de metilacién del promotor de SFRP5

El DNA del tejido hepatico fue extraido mediante el estuche High Pure PCR
Template (Roche) y cuantificado por espectrofotometria (NanoDrop 2000c).
Posteriormente, el DNA fue modificado con el estuche EZ DNA Methylation-Gold
(Zymo Research, Irvine, CA, USA). Se emplearon dos técnicas para determinar los
patrones de metilacion de SFRP5: PCR especifica para metilacion (MSP) y High
Resolution Melting sensible a metilacion (HRM-metilacidn, analisis de curvas de
disociacion de alta resolucién). El patron de metilacion de la region del promotor
de SFRP5, comprendida entre —326 a —191 pb, se analiz6 por MSP empleando los
oligonucledtidos previamente reportados (Tabla 3) [87,92]. Posteriormente, la
region del promotor comprendida de — 150 a — 74 pb fue analizada a través de la
técnica HRM-metilacién (Tabla 2). Para esta técnica, se disefid un par de
oligonucledtidos considerando los siguientes criterios: 1) cada oligonucledtido
debe tener uno o dos dinucleétidos CpG; 2) los CpGs deben estar localizados lo
mas cerca posible al extremo 5’ de los oligonucleétidos; 3) las temperaturas de
fusidn de los oligonucledtidos deben ser muy semejantes, de preferencia no mayor
a un 1°C; 4) el extremo 3 de los oligonucledtidos debe tener uno o mas
nucledtidos de timina, correspondientes a los nucleétidos de citosinas que no son
CpG, para asegurar la amplificacion unica de los templados que fueron
modificados por bisulfito; 5) se debe mantener los parametros estandar de un
disefio de oligonucledtidos evitando estructuras secundarias, formacion de

dimeros, etc.; y 6) procurar que la longitud del amplicdn sea de alrededor de 100

39



pb, para reducir la complejidad del perfil de fusiéon [107]. En ambas técnicas se
utilizaron DNA comerciales como controles de DNA alta y bajamente metilado
(EpigenDX, Hopkinton, MA, USA). La amplificacidon se llevé a cabo con el reactivo
LightCycler 480 High Resolution Melting Master (Roche) en el equipo Light Cycler

480 Il (Roche).

Tabla 3. Secuencia de los oligonucle6tidos empleados en MSP y HRM metilacion.

Forward Reverse
(SNII:SRIE)S-U GTAAGATTTGGTGTTGGGTGGGATGTTT AAAACTCCAACCCAAACCTCACCATACA
SFRP5-M
(MSP) AAGATTTGGCGTTGGGCGGGACGTTC ACTCCAACCCGAACCTCGCCGTACG
SFRP5-
HRM TGCGTTTTCGGTTTTGATTTTATTTAGT TTAGGTGGGTGGTAGTTTGCGT

El par de oligos -U identifica el amplicén con citocinas no metiladas y el par de oligos -M identifica el amplicon con citocinas
no metiladas

5.12.Inmunohistoquimica de SFRP5 en el tejido hepatico

A partir de los blogues generados para la evaluacion histoldgica, se realizaron
cortes de 3 pum de grosor de biopsias de 3 mujeres sin HGNA con las
concentraciones hepéticas mas altas de SFRP5 y de 3 con EHNA vy las
concentraciones mas bajas. Los cortes de las muestras de higado fueron
desparafinados, tratados para recuperacion antigénica con la solucion 20X
ImmunoDNA Retriever Citrate, bloqueados con la solucion ImmunoDetector
Peroxidase Blocker (Bios SB, Santa Barbara CA, USA), e incubados con dos

anticuerpos anti-SFRP5 diferentes (monoclonal y policlonal; Santa Cruz

40



Biotechnology). Las muestras fueron tratadas con los reactivos Goat/Mouse probe
y Goat/Mouse-On-Rodent HRP-Polymer (Biocare Medical, Concord, CA, USA).
Finalmente, se afadido el cromdgeno 3-3’-diaminobencidina y se realiz6 una

contra-tincién con hematoxilina.

5.13. Andlisis estadistico

La concentracién hepatica de SFRP5 (mMRNA y proteina), la concentracion sérica
de insulina, triacilglicéridos, AST, ALT, GGT, HOMA-IR y contenido hepatico de
triacilglicéridos fueron transformados a logaritmo para obtener una distribucion
normal. Las comparaciones entre los grupos sin y con fibrosis fueron realizadas
con la prueba de t-Student o la prueba U de Mann-Whitney, dependiendo de la
distribucion de las variables analizadas. Para la comparacién de mas de dos
grupos, i.e. los grupos sin HGNA, esteatosis, EHNA indefinida y EHNA, se
utilizaron las pruebas ANOVA o Kruskal Wallis, dependiendo la distribucion de las

variables.

El resultado de la asociacion de SFRP5 (mRNA, proteina y suero) con el
HGNA fue ajustado por las covariables: presencia de DT2 y tratamiento
farmacol6gico mediante modelos lineales generalizados debido a que se ha
reportado que estas variables afectan su expresion. Los coeficientes de
correlacién entre variables cuantitativas se obtuvieron con la prueba de Spearman.

Se utilizé6 un andlisis multivariado para construir un modelo predictivo del
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HGNA, incluyendo las variables de edad, IMC, triacilglicéridos, colesterol total, C-

HDL, adiponectina, leptina, insulina, HOMA-IR y proteina hepéatica SFRP5.

Para la asociacion entre variables categoricas se empleé la prueba de Chi-
cuadrada. Los valores de P < 0.05 se consideraron significativos. Todos los
analisis estadisticos se realizaron en el programa SPSS v.20 (SPSS, Chicago,

USA).

5.14. Anaélisis de expresion génica global en tejido hepatico

Para evaluar si la concentracion de SFRP5 en el higado se asocia con un peffil
especifico de expresion en este érgano, se realizd un estudio de expresion génica
global en el tejido hepatico de 12 de las 54 mujeres. Las participantes fueron
seleccionadas considerando el tercil mas bajo y el mas alto de las concentraciones
hepaticas de la proteina SFRP5 (tercil 1 n=6 y tercil 3 n=6). Para ello, el analisis
de expresion génica global se realizé mediante el microarreglo de expresiéon Gene
Chip® Human Gene 1.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). El tamafio de la
muestra se calculd con el paquete “Sizepower” en R [108]. Este paquete considera
el nimero de genes que se espera encontrar diferencialmente expresados (GO),
las veces de cambio minimo esperado (ERO), el poder estadistico (6) y la
desviaciéon estandar (o). Los valores empleados para calcular el tamafio minimo
de este estudio piloto fueron los siguientes: GO=200, ERO=0.59, 6=0.8. y 0=0.8.

El tamafo de la muestra calculado bajo estos criterios fue de 5 sujetos por grupo.
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5.14.1. Extraccidén del RNA para la expresion génica global por microarreglos

El RNA total del tejido hepatico fue extraido con el producto RNeasy Lipid Tissue
Mini (Qiagen) y cuantificado por espectrofotometria con el NanoDrop 2000c. Para
el andlisis de expresion global en microarreglos se determinéd la integridad del
RNA total extraido mediante electroforesis capilar (Agilent 2100 Bioanalyzer,
Alemania). Soélo las muestras de RNA con un RIN (RNA integrity number) 26.5

fueron analizadas.

5.14.2. Analisis de expresion génica global mediante microarreglos

El microarreglo Gene Chip® Human Gene 1.0 (Affymetrix) contiene un ndmero
estimado de 28,869 genes, con una mediana de 26 sondas para cada gen. El
analisis de expresidn génica por microarreglo se realiz6 en la plataforma de
Affymetrix en la Unidad de Genotipificacién y Analisis de Expresion del Instituto

Nacional de Medicina Gendmica.

Todos los procedimientos fueron desarrollados de acuerdo al manual
Affymetrix GeneChip Expression Analysis Technical (Affymetrix). De manera breve,
la técnica empleada para los microarreglos fue la siguiente: a partir de 200 ng de
RNA total de cada muestra se sintetiz6 DNA complementario de una hebra (cDNA)
utilizando Superscript Il transcriptasa reversa y hexameros al azar. Posteriormente,

se sintetizé la segunda hebra del cDNA utilizando DNA polimerasa. EI DNA de
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doble cadena sintetizado (dsDNA) se empleé para generar el RNA
complementario (cCRNA) marcado con biotina mediante transcripcion in vitro,
posteriormente fue purificado y cuantificado. A partir de este cRNA se sintetizé
nuevamente cDNA mediante transcripcion reversa en la cual, a diferencia de la
primera sintesis, se incorporan dUTPs. EI cRNA restante fue hidrolizado con
RNasa H. El nuevo cDNA obtenido fue cuantificado y fragmentado por la DNAsa |
hasta obtener fragmentos de 40-70 pares de bases (pb), los cuales se marcaron
con biotina. EIl DNA marcado se hibridd en los microarreglos durante 16 horas a
45° C en un horno de hibridacion (Affymetrix Gene Chip hybridization oven).
Posterior a la hibridacién, los microarreglos fueron lavados y tefiidos con
estreptavidina-ficoeritrina en la estacion de fluidos de acuerdo a la instrucciones
del fabricante (Affymetrix Gene Chip Fluidics statation FS450). La fluorescencia se
amplificé adicionando anti-estreptavidina biotinilada y una alicuota adicional de
estreptavidina-ficoeritrina. Finalmente, se emple6 un escaner confocal (Affymetrix

Gene Chip scanner 3000 7G) para colectar la sefal fluorescente.

5.14.3. Analisis estadistico de los datos de expresion génica global

El andlisis estadistico de los microarreglos se realiz6 con el paguete Bioconductor,
Limma (http://www.bioconductor.org) en el programa R. Se realizé la correccion de
fondo por RMA (Robust Multi-array Average) [109]. Todas las muestras fueron
normalizadas por cuantiles [110]. Después, se realizé el contraste de los niveles

de expresién de los genes del microarreglo entre las mujeres del tercil 1 versus las
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del tercil 3 [111]. Los criterios de seleccion de los genes fueron: un valor de
significancia menor o igual a 0.05 y un valor de veces de cambio < -1.5 en genes

sub-expresados y = 1.5 para los genes sobre-expresados.

Con el fin de evaluar si los genes que mostraron expresion diferencial entre
los dos grupos corresponden a alguna red biolégica conocida, se realiz6 un
analisis de enriquecimiento de rutas en los siguientes programas bioinforméticos:
Ingenuity Pathways Analysis (https://targetexplorer.ingenuity.com) y Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.7 (Database for

Annotation, Visualization and Integrated Discovery; http://david.abcc.ncifcrf.gov/).
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion de la poblacion de mujeres con obesidad clase Il y 1l

El estudio comprendié 54 mujeres con obesidad (22.6% present6 obesidad clase |l
con una o0 mas comorbilidades y el 77.4% presentd obesidad clase lll). La
frecuencia del HGNA en esta poblacion fue de 83.3%, de las cuales el 24.1%

presentd esteatosis simple, el 18.5% EHNA indefinida y 40.7% present6 EHNA

(Figura 5).
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Figura 5. Frecuencia del HGNA en la poblacién con obesidad clase Il y IlI.

La comparacién de las caracteristicas clinicas y bioquimicas entre los
grupos se presenta en la tabla 4. La edad y el IMC no mostraron diferencias

significativas entre los cuatro grupos. Las concentraciones séricas de
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triacilglicéridos fueron significativamente mas bajas en las mujeres sin HGNA que
aquellas con esteatosis, EHNA indefinida y EHNA. En contraste, las
concentraciones circulantes de C-HDL fueron més altas en las mujeres sin HGNA,
aunque la diferencia solo fue estadisticamente significativa al comparar los grupos
sin HGNA y EHNA. Adicionalmente, las concentraciones séricas de glucosa fueron
significativamente mas bajas en las mujeres sin HGNA que aquellas con EHNA.
La tabla 4 muestra que el contenido hepatico de triacilglicéridos incremento
conforme aumentd el dafio al higado, siendo mayor en las mujeres con EHNA que
en aqguellas sin HGNA. Ademas, la frecuencia de DT2 también aumentd con la
progresion del HGNA, aunque solo se observd diferencia significativa entre las

pacientes sin HGNA en comparacién con las que presentan EHNA.
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Tabla 4. Parametros antropométricos y bioquimicos de

las mujeres del

estudio
Sin HGNA Esteatosis EHNA EHNA Valor de
(n=9) (n=13) indefinida (n=22) P
(n=10)
Edad (afios) 34.33+7.75 36.69 + 8.85 39.1+11.15 35.05 + 9.55 NS
IMC (kg/m®) 44.16 + 5.93 41.8 +3.72 452 +5.12 45,58 + 6.83 NS
Glucosa (mg/dL) 98.76 + 13.11  100.75+15.85 108.89 + 19.16  120.71 + 21.34 0.02°
Insulina (mUI/L) 11.0 12.6 8.9 10.3 NS
(5.0 — 15.3) (4.3 — 28.6) (6.1 —19.9) (8.4 — 40.2)
HOMA-IR 2.7 4.0 2.3 3.1 NS
(1.2-3.5) (1.5-6.9) (1.8-5.9) (2.2-11.7)
(Tr;'afé'f)"ce”dos 89.9 164.0 1475 138.0 0.003"¢
9 (69.9-112.3) (97.5-2115) (116.0-166.8) (114.0 — 190.8) :
gﬁ;ﬁgro' total 1651242505 186.92+46.47 163.8+22.42  159.64 + 30.84 NS
C-HDL (mg/dL) 3890+10.84  3452+11.1 32.12 +9.64 31.28+9.4 0.02°
C-LDL (mg/dL) 105.09 + 24.26 120.42 +33.33  100.9+11.95 98.09 + 24.16 NS
AST (UIlL) 22.0 30 39.0 42.0 NS
(18.5 — 46.5) (22.0 - 72.5) (25.5 — 64.5) (22.5 — 71.50)
ALT (UIlL) 16.0 22.0 22.0 31.0 NS
(11.5 — 30.00) (19.5 -44.0) (19.0 — 47.5) (26.0 — 45.0)
GGT (UI/L) 12.0 13.0 15.5 19.0 NS
] (9.0 — 20.0) (11.5 — 34.0) (13.0 — 26.0) (14.0 — 29.0)
D U EE 538 +0.97 6.33+1.25 6.19 + 0.65 6.39+13 NS
(mg/dL)
Creatinina 0.66 + 0.15 0.87 £0.19 0.77 +0.24 0.77 +0.12 NS
(mg/dL)
DT2 (%) 1(11.1) 3(23.1) 4 (40.0) 15 (68.2) <0.02°
(Ho/'o'gog'ucem'a”tes 0 0 3 (30.0) 10 (45.5) <0.04%¢
RI** (%) 4 (57.1) 3(33.5) 3 (60.0) 3 (60.0) NS
Fibrosis (%) 1 3 3 12 NS
(8.3) (18.8) (18.8) (30.8)
Contenido
hepatico de
triacilglicéridos 0.52 +0.003 0.92 +0.002 1.14 +0.002 2.61 +0.002 <0.03%¢"
(mg Tg/mg
proteina)

Los datos representan la media + desviacion estandar o la mediana (rango intercuartil). Abreviaturas: IMC, indice de masa
corporal; HOMA-IR, modelo de homeostasis para la resistencia a la insulina; C-HDL, colesterol HDL; AST, aspartato
aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; GGT, gamma glutamil transferasa; RI**, Resistencia a la insulina solo en
sujetos sin DT2; NS, no significativo. La insulina, HOMA-IR, triacilglicéridos, AST, ALT, and GGT fueron transformados con
log base 10. Comparaciones: a) Sin HGNA vs. esteatosis, b) Sin HGNA vs. EHNA indefinida, c) Sin HGNA vs. EHNA, d)
esteatosis vs. EHNA indefinida, e) esteatosis vs. EHNA, f) EHNA indefinida vs. EHNA
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6.2 Correlacion entre las concentraciones séricas de SFRP5, adiponectina,

leptina, y su relacién con parametros antropomeétricos y metabolicos

De manera interesante, se observé que las concentraciones de SFRP5
correlacionaron positivamente con las concentraciones séricas de adiponectina (r=
0.330, P= 0.024, n=47, tabla 5), pero negativamente con las concentraciones
circulantes de leptina (r= -0.381, P = 0.008, n=47, tabla 5) y con el cociente

leptina/adiponectina (LAR, r=- 0.455, P = 0.001, n=47).

La tabla 5 muestra que las concentraciones séricas de SFRP5 no
correlacionaron significativamente con ninguno de los parametros antropométricos
y bioquimicos. En contraste, las concentraciones séricas de adiponectina
correlacionaron negativamente con las concentraciones circulantes de
triacilglicéridos y las actividades de GGT (r= -0.304, P= 0.030 y r= -0.352, P=
0.011, respectivamente), pero positivamente con las concentraciones de C-HDL
(r= 0.405, P= 0.003). Ademas, las concentraciones séricas de adiponectina
correlacionaron negativamente con la resistencia a la insulina calculada por
HOMA-IR (r= - 0.382, P= 0.03; excluyendo mujeres con DT2). Mientras que las
concentraciones séricas de leptina correlacionaron positiva y significativamente
con el IMC y las concentraciones circulantes de insulina (r= 0.292, P= 0.040 y r=

0.317, P=0.023, respectivamente).
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y leptina con pardmetros antropométricos y bioquimicos

SFRP5 ADIPONECTINA LEPTINA
Edad ('8'70155) -0.004 -0.088
: (0.976) (0.539)
IMC -0.159 0.138 0.292+
0.303 (0.341 (0.040)
Glucosa -0.184 -0.155 -0.144
(0-231) (0.293) (0.33)
Insulina -0.097 -0.251 0.317*
(0.516) (0.075) (0.023)
HOMA-IR” -0.159 -0.382 0.244
(0.303) (0.031) (0.178)
Triacilglicéridos 0.037 -0.304* -0.182
(0.806) (0.03) (0.201)
Colesterol total 0.036 0.166 -0.008
(0.808) (0.243) (0.954)
C-HDL 0.201 0.405** 0.049
(0.175) (0.003) (0.735)
C-LDL -0.104 0.146 0.099
(0.488) 0.305 (0.489)
AST -0.151 -0.112 0.092
(0.315) (0.440) (0.526)
ALT 0.227 -0.046 0.117
(0.129) (0.750) (0.418)
GGT -0.063 -0.352* 0.027
(0.676) (0.011) (0.851)
Leptina sérica -0.381** 0.171 _
(0.008) (0.23)
Adiponectina 0.330* _ 0.171
sérica (0.024) 0.230
CHTG 0.056 -0.295 0.037
(0.72) (0.044) (0.807)

Tabla 5. Correlacion de las concentraciones séricas de SFRP5, adiponectina

Los datos representan el coeficiente de correlacion de Spearman y entre paréntesis es el valor de significancia.
Abreviaturas: IMC, indice de masa corporal; HOMA-IR, modelo de homeostasis para la resistencia a la
insulina; C-HDL, colesterol HDL; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; GGT,
gamma glutamil transferasa; CHTG, contenido hepético de triacilglicéridos; TG, triacilglicéridos; Prot, proteina.
tAndlisis solo sin DT2. *P<0.05, **P<0.001
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6.3 Asociacion de las concentraciones circulantes de SFRP5, adiponectina y

leptina con el HGNA y la fibrosis hepatica

Las concentraciones séricas de SFRP5 no correlacionaron con un mayor
contenido hepatico de triacilglicéridos (Figura 6a). Asimismo, en la figura 6b se
muestra que las concentraciones séricas de SFRP5 no se asociaron con el grado

de esteatosis, ni con la presencia de esteatohepatitis (figura 6c).
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Figura 6. Concentraciones séricas de SFRP5 en mujeres y su asociacion con el HGNA. (a) Correlacion
entre las concentraciones séricas de SFRP5 y el contenido hepatico de triacilglicéridos; (b) Asociacion de las
concentraciones circulantes de SFRP5 con el grado de esteatosis hepética ajustado por estatus de DT2 e
hipoglucemiantes (P > 0.05); (c) Asociacion de las concentraciones de SFRP5 circulante con el HGNA
ajustado por estatus de DT2 e hipoglucemiantes (P > 0.05). Los datos estan representados como la media +
el error estandar, (n=45).
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En contraste, en la figura 7a se observa que las concentraciones séricas de
adiponectina disminuyeron significativamente conforme aumenté el contenido
hepético de triacilglicéridos (r=-0.295, P=0.044). De manera consistente, se
observd reduccién de la concentracion de adiponectina conforme aumentd el
grado de esteatosis (figura 7c¢), aunque solo se observa una diferencia
estadisticamente significativa entre las mujeres sin esteatosis con aquellas con
grado 3 de esteatosis (P=0.040). Sin embargo, las concentraciones circulantes de
leptina no incrementaron conforme aumenté el contenido hepético de
triacilglicéridos en las mujeres (figura 7b). En consistencia con este hallazgo, las
concentraciones de leptina tampoco aumentaron con el mayor grado de esteatosis

(figura 7d).
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Figura 7. Relacién de la acumulacidon de la grasa hepatica con las concentraciones séricas de las
adipocinas: adiponectina y leptina. (a) Correlacion entre el contenido hepético de triacilglicéridos con las
concentraciones circulantes de adiponectina; (b) Correlacién entre el contenido hepatico de triacilglicéridos
con las concentraciones séricas de leptina; (c) Asociacion del grado de esteatosis con las concentraciones
circulantes de adiponectina; y (d) Asociacion del grado de esteatosis con las concentraciones séricas de
leptina. En (c) y (d), los datos estan representados como la media + el error estadndar, n=51. *P<0.05 vs.
Grado 0. El resultado para leptina fue ajustado por IMC dado su asociacién a este pardmetro (seccién 7.2).

En la figura 8 se muestra la asociacion de la adiponectina y la leptina con la
progresion del HGNA. A diferencia de las concentraciones de SFRP5, las
concentraciones circulantes de adiponectina disminuyeron conforme la progresion

del HGNA. Las concentraciones séricas de adiponectina fueron similares entre las
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mujeres sin HGNA y esteatosis simple (P>0.05), pero significativamente mas bajas
en mujeres con EHNA indefinida y EHNA (P=0.028, Figura 8a). En contraste, las
concentraciones séricas de leptina no se modificaron significativamente con el

grado de dafio al higado (P= 0.7, Figura 8b).
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(n=8) (n=10) (n=8) (n=10)

Figura 8. Distribucion de las concentraciones séricas de adiponectina y leptina en mujeres con HGNA.
(@) Asociacion de las concentraciones circulantes de adiponectina con el HGNA; (b) Asociacién de las
concentraciones séricas de leptina con el HGNA. Los datos estan representados como la media + el error
estandar. *P<0.05 vs. sin HGNA. El analisis para leptina fue ajustado por IMC.

Asociacién de los niveles de expresion hepatica del receptor ADIPOR2 con

el HGNA

Dada la asociacion observada entre la concentracion sérica de adiponectina con la
EHNA, se determiné si la expresion hepatica del receptor ADIPOR2 se modificaba
en el HGNA. En la figura 9 se muestra una tendencia a incrementar la expresion
hepética de ADIPOR2 conforme avanza la severidad del HGNA. Sin embargo, las

diferencias entre los grupos no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 9. Expresion hepatica del receptor ADIPOR2 en el HGNA. Asociacion de los niveles hepaticos de
expresion del mRNA de ADIPOR2 con el HGNA (P > 0.05). Los datos estan representados como la media + el

error estandar.

La asociacion de SFRP5 circulante con la fibrosis, mostré concentraciones

séricas disminuidas de SFRP5 en mujeres con fibrosis grado 1y 2 (F1+F2, n=8),

en comparacion con aquellas sin fibrosis (FO, n=39); aunque la diferencia no fue

significativa (P = 0.25, figura 10).
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Figura 10. Asociacion de las concentraciones séricas de SFRP5 con la fibrosis hepéatica. (a) Asociacion
de las concentraciones séricas de SFRP5 con la fibrosis hepética (P > 0.05). Los datos estan representados

como la media + error estandar de la media.
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En la figura 1la se observa que las mujeres con fibrosis presentaron
concentraciones séricas de adiponectina menores que aquellas sin fibrosis.
Mientras que las mujeres con fibrosis (F1+F2) presentaron un incremento en la
concentracion de leptina en comparacion con aquellas sin fibrosis (Figura 11b).
Sin embargo, en ambas comparaciones las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.
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Figura 11. Concentraciones séricas de adiponectina y leptina en la fibrosis hepética. (a) Asociacion de
las concentraciones séricas de adiponectina con la fibrosis hepética (P > 0.05); (b) Asociacion de las
concentraciones circulantes de leptina con la fibrosis hepética (P > 0.05). Los datos estan representados
como la media * error estandar de la media.

6.4 Expresion de SFRP5 en tejido adiposo y hepatico: Asociacién con el

HGNA

6.4.1 Expresion de SFRP5 en tejido adiposo y hepatico

Los niveles de mRNA de SFRP5 se detectaron en el 35.2% de las muestras del

tejido adiposo subcutaneo y en el 59.3% de las muestras del tejido adiposo

visceral. En contraste, el mRNA de SFRP5 fue detectado en el 100% de la
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muestras de tejido hepatico, con niveles mas altos a los observados en el tejido
adiposo (P= 2.9x10° para el tejido subcutaneo y P= 2.6x10® para el tejido
visceral) (Figura 12a). De igual manera, la proteina SFRP5 fue detectada y
cuantificada en todas las muestras de tejido hepético, a diferencia de los niveles

bajos 0 no detectables en el tejido adiposo (Figura 12b).

(a) . . .
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SFRP5
0.020 1 37 kDa
o-Tubulina
m 0.015 55 kDa
3) .. . .
k Tejido adiposo visceral
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(7]
<z( o-Tubulina
E 55 kDa
0.005
* * Tejido hepatico
SFRP5
0.000 - —
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Subcutaneo (n=32) (n=51)
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Figura 12. Expresién de SFRP5 en tejido adiposo (visceral y subcutaneo) y hepético. (a) Comparacion
de la expresion relativa de SFRP5 (mRNA) entre el tejido adiposo (subcutaneo y visceral) y tejido hepético por
PCR tiempo real; (b) Comparacion del inmunoblot de la proteina SFRP5 entre el tejido adiposo (subcutaneo y
visceral) y el tejido hepético. Las membranas para SFRP5 y a-tubulina en el tejido adiposo fueron sobre-
expuestas, y aun asi SFRP5 no fue detectada, mientras que la sefial de a-tubulina se observa sobre-saturada.
Los datos estan representados como la media + el error estandar. * P<0.05 vs tejido hepético.
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6.4.2 Correlacion de la expresion hepatica de SFRP5 con parametros

antropomeétricos y bioquimicos

Los niveles hepéticos del mRNA de SFRP5 no correlacionaron con ninguno de los
parametros bioquimicos analizados (Tabla 6). En contraste, las concentraciones
hepéticas de la proteina SFRP5 correlacionaron negativamente con las

actividades enzimaticas de ALT (r =-0.437, P = 0.001) y GGT (r=-0.287, P = 0.037).
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Tabla 6. Correlacion entre las concentraciones hepéaticas de SFRP5 (MRNA y

proteina) y parametros antropomeétricos y bioquimicos

Variable Expresion hepéatica de
SFRP5
MRNA Proteina
Edad 0.003 0.008
(0.982) (0.956
IMC 0.045 -0.093
(0.753) (0.512)
Glucosa -0.196 -0.135
(0.177) (0.349)
Insulina -0.230 0.214
(0.116) (0.136)
HOMA-IR' -0.207 0.195
(0.168) (0.189)
Triacilglicéridos -0.207 0.050
(0.146) (0.721)
Colesterol total 0.072 0.130
(0.615) (0.353)
C-HDL 0.225 -0.096
(0.112) (0.496)
C-LDL 0.077 0.229
(0.589) (0.099)
AST -0.145 -0.202
(0.314) (0.152)
ALT -0.116 -0.437°
(0.424) (0.001)
GGT -0.200 -0.287*
(0.164) (0.037)
Leptina sérica 0.142 0.025
(0.336) (0.863)
Adiponectina sérica 0.054 0.028
(0.714) (0.845)

Los datos representan el coeficiente de correlaciébn de Spearman y entre paréntesis esta el valor de
significancia. Abreviaturas: IMC, indice de masa corporal; HOMA-IR, modelo de homeostasis para la
resistencia a la insulina; C-HDL, colesterol HDL; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina
aminotransferasa; GGT, gamma glutamil transferasa. TAnélisis solo sin DT2. *P<0.05.
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6.4.3 Asociacion de la expresion hepatica de SFRP5 con el HGNA

Interesantemente, las concentraciones hepaticas del mRNA y proteina SFRP5
correlacionaron negativa y significativamente con el contenido hepético de
triacilglicéridos (r =-0.349, P = 0.016 y r =-0.291, P = 0.040; Figura 13 a-b). Es
decir, conforme las concentraciones hepéticas de SFRP5 disminuyeron, el
contenido hepético de triacilglicéridos aumentd. Asimismo, la expresion hepéatica
de SFRP5 incrementada (MRNA y proteina) también se asocié con un menor
grado de esteatosis hepatica. La expresion del mMRNA de SFRP5 disminuyd un
44.4% vy las concentraciones de la proteina un 33.4%, en las mujeres con

esteatosis grado 3 en comparacion con aquellas sin esteatosis (Figura 14a-b).
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Figura 13. Correlacion de la expresion hepatica del mRNA y la proteina SFRP5 con la acumulacion de
grasa hepatica. (a) Correlacion de la expresion relativa de SFRP5 (mRNA) con el contenido hepético de
triacilglicéridos; (b) Correlaciéon entre las concentraciones hepaticas de la proteina SFRP5 y el contenido
hepatico de triacilglicéridos.
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Figura 14. Asociacion de la expresiéon hepética del mRNA y la proteina SFRP5 con la acumulaciéon de
grasa hepética. (a) Asociacion de la expresion relativa de SFRP5 (mRNA) con el grado de esteatosis; (b)
Asociacion de las concentraciones hepéticas de proteina SFRP5 con el grado de esteatosis. Los datos estan
representados como la media + el error estandar. *P<0.05 vs. Grado 0. Ajustados por la presencia de DT2 e
hipoglucemiantes.

En la figura 15a se muestra que los niveles hepéticos del mMRNA de SFRP5
disminuyeron conforme aumento la progresion del HGNA, excepto en las mujeres
con EHNA indefinida. El grupo con EHNA mostré una disminucion del 38.8% de
niveles hepaticos del mRNA de SFRP5 en comparacion con el grupo sin HGNA
(P=0.026 ajustado por la presencia de DT2 e hipoglucemiantes). De igual manera,
las concentraciones hepaticas de la proteina SFRP5 disminuyeron conforme la
progresion del HGNA (Figura 15b). El grupo con esteatosis presentd una
disminucién de un 5%, EHNA indefinida un 14%, los pacientes con EHNA un
36.9%, comparados con el grupo sin HGNA. Sin embargo, solo se observaron
diferencias estadisticamente significativas al comparar los grupos sin HGNA vs.
EHNA, asi como los grupos de esteatosis vs. EHNA (P=0.017 y P=0.006, ajustado

por la presencia de DT2 e hipoglucemiantes, respectivamente).
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Figura 15. Asociacion de la expresion hepatica del mRNA y la proteina SFRP5 con el HGNA. (a)
Asociacion de la expresion relativa de SFRP5 (mRNA) con el HGNA; (b) Asociacion de las concentraciones
hepaticas de la proteina SFRP5 con el HGNA. ¥P<0.05 vs. sin HGNA, 'P<0.05 vs. esteatosis. Ajustados por
estatus de DT2 e hipoglucemiantes. (c) Ejemplo representativo del inmunoblot de SFRP5 en el tejido hepético
de mujeres: tres sin HGNA, tres con esteatosis y tres con EHNA.

6.4.4 Andlisis de patrones de metilacién del promotor de SFRP5

Con el fin de conocer si las diferencias de expresion observadas entre el grupo sin
HGNA y la EHNA se debian a variacion en los patrones de metilacion, se
evaluaron dos regiones del promotor de SFRP5. Para ello, se obtuvo DNA del
tejido hepético de 42 de las 54 muestras en estudio (7 sin HGNA, 8 con esteatosis,
10 con EHNA indefinida y 17 con EHNA). En la figura 16 se muestra un gel
representativo de los productos de MSP de mujeres sin HGNA, con esteatosis y
EHNA. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular, el carril 2

corresponde al producto de PCR con los oligonucledtidos que identifican las
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citocinas no metiladas (U) y el carril 3 corresponde al producto de PCR con los
oligonucledtidos que identifican las citocinas metiladas (M). Los carriles 2 y 3
pertenecen al mismo sujeto y asi sucesivamente. Con el fin de validar estos
ensayos, se emple6 DNA comercial alta, media y bajamente metilado (Figura 16).
Este analisis mostré que todas las muestras analizadas no presentaron metilacion
de citosinas en la region de -326 a -191 pb, que pudiera explicar las diferencias en

la expresion observadas.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 16. Andlisis de metilacién de la regién -326 a -191 pb del promotor de SFRP5 por PCR
metilacion especifica en DNA de tejido hepético. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular.
Las bandas en los carriles M son los productos obtenidos con los oligonucleétidos especificos para el
producto metilado y las bandas en los carriles U son los productos obtenidos con los oligonucleétidos
especificos para el producto no-metilado. El gel incluye 3 sujetos sin HGNA, 2 sujetos de esteatosis y 1 de
EHNA. Como control positivo se incluyd un DNA altamente metilado (100%), una mezcla 1:2 de DNA
altamente metilado/DNA bajamente metilado (50%) y como control negativo DNA bajamente metilado.

Adicionalmente, la regién -150 a -74 pb del promotor de SFRP5 fue
analizada mediante HRM-metilacién. La figura 17a muestra las curvas que trazan
la amplificacién de un DNA altamente metilado (100%, en rojo), una mezcla 1:1 de
DNA alta y bajamente metilado (50%, en verde) y un DNA bajamente metilado (1%,
en azul y 0%, en negro). La figura 17b muestra las curvas representativas que
trazan la amplificacion del DNA hepatico de los grupos de estudio, observandose

gue ninguna de las muestras presento citosinas metiladas en esta region.
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Figura 17. Andlisis de metilacion de la regién de -150 a -74 pb del promotor de SFRP5 por HRM
metilacion. (a) Curva estandar de metilacion de la region de -150 a-74 pb del promotor de SFRP5, 100%
metilado (en rojo), 50% metilado (en verde), 1% metilado (en azul) y 0% metilado (en naranja). (b) La misma
curva estandar y muestras ejemplo de DNA hepético. Todas las muestras de DNA hepético se encuentran
entre 0 a 1% metilado de las mujeres del estudio.

64



6.4.5 SFRP5 como un factor de riesgo independiente para el HGNA

El analisis de regresion multivariado identificé a la disminucion de la concentracion
de la proteina SFRP5 como un factor independiente para el HGNA. Ademas, este
analisis también mostré otros factores de riesgo para el HGNA, los cuales han sido
previamente reportados, como el HOMA-IR, las concentraciones circulantes de

ALT, adiponectina y leptina (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis de regresion multivariado para predecir el puntaje de
actividad del HGNA

Variable B SE P
Diagndstico de DT2 1.861 0.487 <0.001
HOMA-IR 0.085 0.039 0.034
ALT 2.061 0.819 0.016
Leptina 2.169 0.838 0.013
Adiponectina -0.185 0.084 0.033
SFRPS5 (proteina) -3.334 1.254 0.011
Constante 3.635 2.310 0.124

El puntaje de actividad de HGNA se obtuvo de la suma del grado de esteatosis (0-3), inflamacién lobular (0-3) y
balonamiento hepatocelular (0-2). Las variables en el andlisis de regresion multivariado fueron sometidas a un modelo de
eliminacion atrds para excluir predictores en el modelo. Abreviaturas: B, coeficiente no estandarizado; SE, error estandar
del coeficiente no estandarizado; constante, constante del modelo de regresion ;DT2, diabetes tipo 2; HOMA-IR, modelo de
homeostasis para la resistencia a la insulina; ALT, alanina aminotransferasa.

6.4.6 Asociacion de la expresion hepatica de SFRP5 con la fibrosis hepatica

Se analiz6 la asociacion de las concentraciones hepéticas de SFRP5 (MRNA y
proteina) con la fibrosis hepética. Las mujeres sin fibrosis (FO) exhibieron
concentraciones hepaticas mas altas de SFRP5 en comparacién con aquellas con

fibrosis F1+F2 (MRNA: 0.018 + 0.001 vs. 0.016 + 0.003; y proteina: 0.48 +

0.03 vs. 0.45 + 0.03); aunque, ninguna comparacion fue significativa (P>0.05).
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6.4.7 Via de sefalizacion de WNT (WNT5A), posible relacion entre SFRP5 vy el
HGNA

Dado que una correlacion inversa de Sfrp5 y Wnt5a ha sido sugerida como parte
del mecanismo de accion de Sfrp5, favoreciendo la acumulacién de grasa hepatica.
Sin embargo, este este estudio no se observd correlacion entre las
concentraciones séricas de SFRP5 y WNT5A (P>0.05, Figura 18a). De igual forma,
la expresion hepatica de SFRP5 (mMRNA y proteina) no correlaciond con la

expresion hepatica de WNT5A (mRNA y proteina) (P>0.05, Figura 18b-c).
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Figura 18. Correlacién de las concentraciones de SFRP5 y WNT5A en mujeres con obesidad Il/11l. (a)
Correlacion de las concentraciones séricas de SFRP5 y WNT5A; (b) Correlacion de los niveles hepaticos del
MRNA SFRP5 y WNT5A,; y (c) Correlacion de las concentraciones hepaticas de las proteinas SFRP5 y

WNT5A.

Aun cuando los niveles hepéaticos de mRNA de WNT5A presentaron un
incrementd conforme aumento la progresion del HGNA, éste no fue significativo
(P>0.05, Figura 19b). En contraste, las concentraciones circulantes y hepaticas de
la proteina de WNT5A fueron semejantes entre las mujeres sin HGNA y los

diferentes estadios del HGNA (P>0.05, Fiura 19a-c).
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Figura 19. Asociacién de las concentraciones séricas y hepaticas de WNT5A con el HGNA. (a)
Asociacion de las concentraciones séricas con el HGNA (P >0.05); (b) Asociacion de los niveles hepaticos del
MRNA de WNT5A con el HGNA (P >0.05); y (c) Asociacién de las concentraciones hepaticas de WNT5A con
el HGNA (P >0.05). Los datos estéan representados como la media + error estandar.

6.4.8 Inmunolocalizacion de SFRP5 en el tejido hepatico

Para determinar la localizacién subcelular de SFRP5 en las biopsias hepéaticas, se
realizaron ensayos de inmunohistoquimica en 6 muestras de tejido hepéatico (3
mujeres sin HGNA con las concentraciones hepaticas mas altas de SFRP5y 3 con
EHNA con las concentraciones hepaticas mas bajas). La figura 20b muestra que

SFRP5 fue identificada tanto en el citoplasma como en el nucleo de los
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hepatocitos. Adicionalmente, se identificd la proteina de SFRP5 por Western blot
en extractos nucleares y citoplasmaticos, confirmando la presencia de SFRP5 en

el nucleo y citoplasma de los hepatocitos (Figura 20c).

(a) (b) L’
4
L L4
v
L4
v
(c)
Nucleo Citoplasma
EHNA EHNA
SFRP5
LAMINA A/C A-TUBULINA

Figura 20. Localizacién subcelular de SFRP5 en el tejido hepético sin HGNA y con EHNA. (a) Control
negativo de la inmunohistoquimica de SFRP5; (b) Inmunohistoquimica de SFRP5 en tejido hepatico, muestra
numerosos hepatocitos con fuerte inmunoreactividad en el ndcleo y en el citoplasma (tincion café). La flechas
indican la inmunotincién de SFRP5 en el nucleo (en azul) y en el citoplasma (en rojo). Una muestra
representativa de un sujeto sin HGNA. (200x magnificacién); (c) Dos muestras representativas del inmunoblot
de SFRP5 en fraccion nuclear y citoplasmética de tejido hepético de dos sujetos con EHNA.

Dado estos hallazgos, se realizaron dos analisis in silico para determinar si
SFRP5 presenta secuencias de localizacion nuclear. El primer andlisis predijo la
presencia de 5 posibles secuencias de localizacion nuclear: KKKK en 225
(respecto a la posicién del primer aminoacido), PGPLKRK en 232, PLKRKDT en

234, KKKKLLKPGPLKRKDTK en 225 y KKKLLKPGPLKRKDTKR en 226
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(PSORTII). Mientras que el segundo andlisis in silico mostré6 que SFRP5 puede

localizarse en el nucleo y en el citoplasma (cNLSMapper).

6.4.9 Analisis de expresion génica global mediante microarreglos en tejido

hepético

Se evalué la expresion génica global en el higado de mujeres con concentraciones
hepaticas de SFRP5 bajas (tercil 3; n=6) y altas (tercil 1, n=6). Los resultados de la
expresion génica global entre los grupos de contraste se muestran en la grafica de
Volcan (Figura 21). Los genes diferencialmente expresados fueron seleccionados
con un corte arbitrario de veces de cambio < -2.0 (log veces de cambio < -1) para
genes sub-expresados y veces de cambio = 2.0 (log veces de cambio = 1) para los
genes sobre-expresados y con un valor de significancia <0.05. Con estos criterios
se identificaron 13 genes diferencialmente expresados (puntos en azul), de los
cuales 5 presentaron una expresion menor en las mujeres del tercil 1 que en las
del tercil 3 (sub-expresados), y 8 genes mostraron una expresion mayor en las
mujeres del tercil 1 en comparacion con las del tercil 3 (sobre- expresados) (Figura

21).
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Figura 21. Gréafica de volcan de la expresiéon génica global entre las mujeres del tercil 1y 3 de las
concentraciones hepaticas de SFRP5. En el eje de las “x” se grafica el Log, veces de cambio y en el eje de
las “y” se gréfica el —Logio valor de P. Las lineas verticales representan los cortes del Log, veces de cambio>1
0 Log, veces de cambio -1, y la linea horizontal indica un valor de significancia de 0.05. Los puntos negros
representan genes con un 1- > Log, veces de cambio < 1y con una P<0.05, los puntos verde 1- < Log, veces
de cambio > 1 y una P>0.05; y los puntos azules representan los genes diferencialmente expresados con un
valor Log; veces de cambio <-1 (sub-expresados, a la izquierda) y Log, veces de cambio >1 (sobre-
expresados, a la derecha).

En la tabla 8 se muestra la lista de los 13 genes diferencialmente
expresados. De manera interesante, se observa que las concentraciones
hepéticas disminuidas de la proteina SFRP5 estan asociadas con niveles sub-
expresados de GSTM1 y GSTAL, dos enzimas importantes en la destoxificacién
de compuestos electrofilos incluyendo productos del estrés oxidante; asi como con
niveles sobre-expresados de miR-21, GPX y la citocina pro-inflamatoria CXCL8

(IL-8).
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Con estos 13 genes se realizé un andlisis de enriquecimiento de vias
utilizando los programas: INGENUITY PATHWAY ANALYSIS y DAVID. Estos
analisis ubicaron a los genes diferencialmente expresados en 5 vias de
sefalizacion, incluidas la destoxificacion mediada por glutatibn y respuesta al
estrés mediado por NRF2 (Factor nuclear respiratorio 2) (Tabla 9). Ademas, el
analisis de enriguecimiento también identifico la participacion de los genes
diferencialmente expresados en la citotoxicidad de distintos tejidos, incluyendo el
higado (P=1.39x107). En la tabla 9 se muestra con mayor detalle las alteraciones

gue conciernen a la hepatoxicidad.
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Tabla 8. Genes sub- y sobre-expresados en las mujeres del tercil 1 en

comparaciéon con las del tercil 3 de las concentraciones hepaticas de SFRP5.

microRNA 21/ miR-21

fibrogénesis

Veces
Nombre del gen/ L,
] . Funcion de P
simbolo oficial :
cambio
Glutathione S- Involucrada en la destoxificacién de compuestos
transferase mul/ electrofilos, incluidos carcinogénicos, farmacos, -4.7 4.0 x107
GSTM1 toxinas y productos del estrés oxidante.
Solute carrier family 3 Transportador de amino&cidos neutros y basicos en
(amino ac@ transporter el tibulo renal y tracto intestinal. 26 9.0 x10°
heavy chain), member 1/
o SLC3A1
8 Villin1/ Es un miembro de la familia de proteinas de unién a
(<,E) VIL1 actina dependiente de calcio. Se encuentra en el
&J citoesqueleto del borde de cepillo que funciona para -2.2 2.3x10°
& la nivelacion, cortado y agrupacion de los filamentos
w de actina.
g UDP glucoronosyl Conjuga sustratos lipofilicos con acido glucorénico
9 transferase 2 family, para incrementar su solubilidad y favorecer su -2.1 3.8 x10%
polypeptide A1/ UGT2A1 excrecion.
Glutathione S- Involucrada en la destoxificacion de compuestos
transfersase electréfilos, incluidos carcinogénicos, farmacos,
alpha2/GSTA2 toxinas y productos del estrés oxidante. Ademas, su -2.0 1.9 x10°
actividad de peroxidasa protege a las células de
ROS y productos de peroxidacion.
ng:&r\lii\l? - Es una ribonucleoproteina citoplasmatica 3.1 2.3x10°
Meprin A, beta/ MEP1B Metaloproteasa involucrada en la hidrdlisis de 3
P . 2.4 5.0 x10
péptidos y proteinas.
Serine peptidase Inhibidor de tripsina que previene la activacion
o inhibitor, Kazal type I/ prematura de zimégenos mediada por la accion de 2.4 1.6 x10
8 SPINK1 la tripsina
< Epithelial membrane Involucrada en el crecimiento celular y en el 3
) . o 2.3 1.6 x10
&J protein 1/ EMP1 desarrollo celular del epitelio
o RNU4-2 No descrita 2.2 5.5x10”
W Chemokine (C-X-C Quimiocina mediadora en la respuesta inflamatoria.
& motif) ligando 8/ Su funcién es quimioatrayente y es un potente 2.1 2.8 x10%
8 CXCL8 agente angiogénico.
" Glutathione peroxidase La enzima glutation peroxidasa (dependiente de
2/ GPX2 seleni0) cataliza la reaccion de oxidacion del 3
- o - o 2.1 7.8 x10
glutation utilizando perdxido de hidrégeno en el
epitelio del tracto gastrointestinal.
Regulador de la sefializacion de TGF-f vy 20 1.8 x102

Base de datos: Gene en NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene). Abrev.; P, valor de significancia de t-Student.
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Tabla 9. Analisis de enriquecimiento de vias de sefializacion y hepatoxicidad

de los genes diferencialmente expresados en las mujeres del tercil 1 en

comparacion con las del tercil 3 de las concentraciones hepéticas de SFRP5.

ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO P

- Vias de sefializacion
Destoxificacion mediada por glutation 1.15x10™
Respuesta al estrés oxidante mediado por NRF2 1.78x10™
Sefalizacion de metabolismo de xenobidticos 5.27x10™
Activacion de PXR/RXR (Receptor nuclear X de -4
L 7.39x10
pregnano/receptor X retinoide)
Senfalizacion del receptor aril hidrocarburo 3.33x10°
- Hepatoxicidad
Disminucion de glutation en el higado 1.39x10°
Colestasis hepatica 6.48x10°
Carcinoma hepatocelular 3.22x10™
Hiperplasia en higado 5.91x10™
Inflamacion en higado/hepatitis 1.39x107?

El analisis de enriquecimiento se realizé con los software INGENUITY PATHWAY ANALYSIS y Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery. P, valor de significancia.
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7. DISCUSION

El HGNA ha sido considerado como la manifestacién hepatica del sindrome
metabdlico, cuya frecuencia incrementa con el grado de obesidad [1], alcanzado
una prevalencia de hasta un 95% en sujetos con obesidad morbida [7-10]. La
poblaciébn de mujeres mexicanas participantes en este estudio, presentd una
frecuencia elevada de HGNA y de EHNA (83.3 y 40.7%, respectivamente), similar

a la observada en diversos estudios con sujetos con obesidad mérbida [7—-10].

En los Ultimos afios, el estudio del HGNA ha sido de gran interés debido a
su creciente prevalencia. Estudios en modelos animales y en humanos han
identificado a la secrecién alterada de adipocinas como un mecanismo involucrado
en la patogenia del HGNA [45,67,102]. Ademas, las concentraciones de estas
adipocinas han sido consideradas como posibles biomarcadores del HGNA vy
como potenciales blancos terapéuticos para esta enfermedad [112,113]. A la fecha
se han caracterizado diversas adipocinas asociadas con el desarrollo del HGNA,
las mas estudiadas son la leptina y adiponectina ya que son producidas
exclusivamente por el tejido adiposo [43]. Las concentraciones incrementadas de
leptina y disminuidas de adiponectina se han asociado con un riesgo elevado a
desarrollar HGNA en poblaciones caucasicas [45,47,50,53,55-57]. Sin embargo,
las adipocinas descritas hasta el momento no explican por completo la
participacion del tejido adiposo, por lo que otras adipocinas podrian participar de

manera importante en el desarrollo del higado graso. En este sentido, se identificd
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recientemente a Sfrp5 como la segunda adipocina anti-inflamatoria en un modelo
de obesidad en el ratén [83]. Sin embargo, su participacion en el desarrollo del
HGNA en humanos aun ha sido poco evaluada. Por ello, en el presente estudio se
analizé la participaciéon de SFRP5 en el desarrollo y progresién del HGNA en una
poblacién de mujeres con obesidad grado Il/lll, y se compar6 con las adipocinas

adiponectina y leptina, previamente asociadas con el HGNA [55,64-67].

Para una mejor discusion de los resultados obtenidos, se inicia con las
adipocinas asociadas al HGNA descritas en la literatura, y posteriormente, se

discuten los resultados de SFRP5.

Participacion de las adipocinas adiponectinay leptina en el HGNA

Las concentraciones seéricas de adiponectina correlacionaron positivamente con
las HDLs circulantes y negativamente con las concentraciones de triacilglicéridos,
consistente a lo reportado en sujetos con obesidad mérbida [114-118]. Estudios
en modelos murinos han mostrado que el aumento de la concentraciéon de
adiponectina incrementa la produccion de C-HDL, ya que promueve la sintesis
hepatica de apoA-l, la principal apolipoproteina de las HDL. Ademas, la
adiponectina favorece la expresion de ABCA1l mediante la activacion de los
receptores LXR y PPARy, reduce la secrecion hepatica de apoB-100 y VLDL,
consistente con la correlacion negativa observada con las concentraciones de

triacilglicéridos [119-122].
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De manera interesante, se observé una correlacion negativa entre las
concentraciones séricas de adiponectina y el contenido hepatico de triacilglicéridos,
consistente con las concentraciones de adiponectina mas bajas asociadas con un
grado mayor de esteatosis y con EHNA, sugiriendo la participaciéon de esta
adipocina en la acumulacién ectépica de lipidos en el higado y en el
establecimiento de la EHNA [50,63,67,102,123-125]. La hipoadiponectinemia
podria ser un mecanismo clave en el desarrollo del HGNA, ya que podria
asociarse a una deficiente activacion de AMPK y PPARa en el higado, y en
consecuencia, la pérdida de la regulacion del metabolismo energético [76,77]. En
modelos animales se ha reportado que la hipoadiponectinemia precede a la
disminucién de la expresién hepatica de Adipor2 [126]. Por ello, el presente
estudio evalu6 su expresion, pero no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos sin HGNA, esteatosis simple y esteatohepatitis.
Estos hallazgos son congruentes con la falta de consistencia observada en la
variacion de la expresion hepética de ADIPOR2 en el HGNA [115,123,127-130].
Dos estudios han reportado una disminucion de la expresion hepatica de
ADIPOR2 en sujetos con EHNA [127,128]. En contraste, otros estudios han
reportado un aumento o ausencia de diferencias significativas [115,123,129,131].
Por lo tanto, la hipoadiponectinemia es el Unico hallazgo observado de manera
constante en sujetos con HGNA, pero aun falta por identificar los mecanismos
relacionados con la adiponectina involucrados en el desarrollo del HGNA. Por otro
lado, se ha propuesto que la hipoadiponectinemia puede deberse, en parte, al

incorrecto ensamblaje y/o secrecidn de la adiponectina, ya sea por la presencia de
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variantes en el gen ADIPOQ), estrés de reticulo endoplasmatico, estrés oxidante y
disfuncién mitocondrial [132—-134].

A diferencia de lo observado en la adiponectina y en consistencia con
algunos estudios previos [122,135,136], las concentraciones séricas de leptina no
mostraron asociacion significativa con el grado de esteatosis, ni correlacion con el
contenido hepético de triacilglicéridos. En contraste, al menos cuatro estudios han
reportado concentraciones elevadas de leptina sérica como factor de riesgo del
HGNA [55,64,65,137]. La hiperleptinemia es frecuente en los sujetos con HGNA.
Sin embargo, esto es paradodjico por sus efectos sobre el metabolismo de lipidos,
ya que la leptina disminuye la sintesis de AG mediante la inhibicién de la enzima
acetil-CoA carboxilasa y estimula la oxidacion de los AG via el receptor PPARa
[72]. Esta paradoja ha sido explicada, en parte, por la presencia de la resistencia a
la leptina en el HGNA. Los mecanismos sugeridos para explicar esta condicion
incluyen el transporte defectuoso de la leptina a través de la barrera
hematoencefalica, disminucion de la sefalizacion de la leptina, variantes del gen
LEP y LEPR, asi como el estrés del reticulo endoplasmatico [70,71], el cual inhibe

la accion de leptina mediante la fosforilacion de STAT3 [138].

La falta de asociacion de la leptina con el HGNA en este estudio puede
deberse a las caracteristicas de la poblacion estudiada como el grado de obesidad
de las integrantes, la presencia de diabetes y la resistencia a la insulina [66].

Por otro lado, la falta de asociacion significativa de la fibrosis hepéatica con

las concentraciones séricas de las adipocinas, puede deberse al nimero reducido
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de mujeres con fibrosis en la poblacién estudiada.

Participacion de SFRP5 en el HGNA

Aun cuando el tejido adiposo secreta diversas adipocinas, la adiponectina se
considera como la Unica adipocina anti-inflamatoria en humanos. Sin embargo, un
estudio reciente en un modelo murino identific6 a Sfrp5 como una citocina anti-
inflamatoria secretada por el tejido adiposo, asociada con el desarrollo de higado
graso en este modelo [83]. Por lo tanto, en este estudio se evalud su participacion

en el HGNA en un grupo de mujeres con obesidad grado II/IlI.

De manera interesante, las concentraciones séricas de SFRP5
correlacionaron positivamente con las concentraciones de adiponectina circulante
y negativamente con las concentraciones de leptina sérica y el cociente LAR,
consistente con estudios previos que sugieren efectos anti-inflamatorios de SFRP5

[84,86].

A diferencia de lo observado con las concentraciones seéricas de
adiponectina, SFRP5 circulante no correlacion6 con el contenido hepético de
triacilglicéridos, ni se asocié con la esteatosis hepatica o esteatohepatitis. Estos
hallazgos son consistentes con lo reportado por Catalan y cols. [139], sugiriendo
gue a diferencia de adiponectina sérica, SFRP5 circulante no es un biomarcador

del HGNA [66,67].
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Por otra parte y en contraste con lo observado en el modelo murino de
obesidad [83], la expresion de SFRP5 (MRNA y proteina) en tejido adiposo
humano fue muy baja o incluso indetectable. Estos hallazgos son consistentes con
lo reportado por Ehrlund y cols. (2013), quienes observaron niveles de mRNA de
SFRP5 muy bajos en tejido adiposo humano. Ademas, estos autores demostraron
gue los adipocitos del humano no secretan de manera activa a SFRP5. Por lo
tanto, se sugiere que a diferencia de lo observado en el modelo de ratén, donde el
tejido adiposo es clave en su secrecion [88], en el humano, otros tejidos podrian
ser de mayor relevancia en la expresion de SFRP5. En este sentido, estudios en
carcinoma hepatocelular han identificado a SFRP5 como un importante factor en
el desarrollo de este cancer, ya que su silenciamiento mediante hipermetilacién de

su promotor condicona a carcinoma hepatocelular [92,93].

De manera interesante, la expresion SFRP5 en el higado fue
significativamente mayor que la presentada por el tejido adiposo en la poblacién
de mujeres con obesidad. Estos resultados sugieren que a diferencia de lo
observado en los modelos murinos, en humanos el tejido adiposo no es el érgano
principal para la expresion de SFRP5 [83]. Dada la abundancia de SFRP5 en el
higado y su posible importancia en el funcionamiento del mismo, se evalud la
asociacion de la expresion de SFRP5 con el HGNA. Las concentraciones
hepéticas del mMRNA vy la proteina SFRP5 correlacionaron con un mayor contenido
hepatico de triacilglicéridos. Estos hallazgos son consistentes a lo reportado por

Ouchi y cols., quienes observaron un mayor contenido hepatico de triacilglicéridos
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en ratones deficientes de Sfrp5 alimentados con una dieta obesogénica [83].
Ademas, nuestros resultados mostraron que las concentraciones hepaticas del
MRNA y la proteina SFRP5 fueron significativamente mas bajas en las mujeres
con esteatohepatitis en comparacion con aquellas sin HGNA. Estos hallazgos
sugieren que la concentracion hepatica de la proteina SFRP5 es un factor de
riesgo para el HGNA, independiente de las concentraciones seéricas de
adiponectina, las cuales han sido reportadas como un factor predictor de riesgo de

HGNA [50,63,67].

La regulacion de la expresiébn génica de SFRP5 se ha estudiado
ampliamente mediante la metilacion de citocinas en su promotor, ya que la
hipermetilacion de su promotor provoca el silenciamiento de este gen, el cual ha
sido reportado en varios tipos de céancer incluido el carcinoma hepatocelular
[87,92,93]. Dada las diferencias de expresion del mMRNA de SFRP5 entre los
grupos sin HGNA y EHNA, se analizaron patrones de metilacion en la region de -
326 a -191 pb, hipermetilada en casos de carcinoma hepatocelular [87,92] y en la
region de -150 a -74 pb, no observdndose patrones de metilacion que expliquen
dichas diferencias. Sin embargo, debido a que la isla CpG del promotor tiene una
longitud de 930 pb y solo se evalud una parte de esta region, la metilacion en otras
regiones no puede ser descartada como un mecanismo de regulaciéon de la

expresion de SFRP5 en el HGNA.

El mecanismo de accion propuesto para Sfrp5 en el desarrollo del HGNA
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implica la regulacion de la via de Wnt al secuestrar a Wnt5a, lo que evita su unién
al receptor Frizzled. De lo contrario, la union de Wnt5a con su receptor Frizzled
genera la transduccion de sefiales de via de Wnt, que desencadena a la activaciéon
de Jnk-1, y en consecuencia la resistencia a la insulina mediante la fosforilacién de
residuos de serina del sustrato del receptor de la insulina 1 [83]. En el presente
estudio no se observo correlacion entre las concentraciones de SFRP5 y WNT5A
(en suero, mRNA o de proteina). Ademas, las concentraciones de WNT5A (suero,
mensajero y proteina) tampoco se asociaron con el HGNA. Estos hallazgos no son
consistentes con lo publicado por Catalan y cols.(2014), quienes reportaron una
asociacion de las concentraciones circulantes de WNT5A con el HGNA [139]. Esta
falta de consistencia podria ser explicada, en parte, por diferencias en el disefio de
los estudios, ya que el presente trabajo sélo incluyd mujeres. Por otra parte, el uso
de tratamientos hipoglucemiantes en 24% de nuestra muestra, podria influir en las
concentraciones de SFRP5 y WNT5A, como ha sido previamente reportado
[84,140]. Sin embargo, al excluir del andlisis las mujeres con hipoglucemiantes, los
resultados fueron semejantes a lo observado en toda la muestra, sugiriendo que el

tratamiento farmacologico no es un confusor importante en nuestro estudio.

Estudios genéticos han sugerido que SFRP5 podria participar en diversos
proceso de manera independiente de la via de sefializacion de WNT [141], lo cual
podria ser relevante para dilucidar su participacion a nivel hepatico en la patogenia
del HGNA. La identificaciébn de secuencias de localizacién nuclear en SFRP5 in

silico y la confirmacién de su presencia en nucleo y citoplasma de hepatocitos por

82



inmunohistoquimica e inmunoblot, sugiere que SFRP5 pueda tener funciones
intracelulares. Para determinar vias de sefializacibn que se asocien con la
variacion de la concentracién hepatica de SFRP5, se realiz6 un analisis de
contraste de la expresion génica global en biopsias de tejido hepéatico de las
mujeres que presentaron las concentraciones hepéticas mas altas y méas bajas de
la proteina SFRP5. A través de esta estrategia se identificaron 5 genes sub-
expresados y 8 genes sobre-expresados. El analisis de enriquecimiento de los 13
genes diferencialmente expresados evidencié 5 vias metabdlicas/sefalizacion que
se asocian con cambios en la expresion hepatica de SFRP5, las cuales se han
asociado con el HGNA.

El andlisis de contraste mostr6 que las mujeres con concentraciones
hepéticas mas bajas de SFRP5 presentaron una disminucion en la expresion de
GSTM1 y GSTA2 (sub-expresados), pero un incremento de GPX2 (sobre-
expresado) en higado, los cuales codifican enzimas que participan en la
destoxificacion de compuestos electrofilos incluidas las ROS [142-144]. Estos
hallazgos sugieren que concentraciones bajas de la proteina SFRP5 coexisten con
la presencia de estrés oxidante, debida a una menor expresion hepatica de las
enzimas GSTM1 y GSTA2 que conjugan productos téxicos como las ROS con el
glutation, para proteger al higado de sus efectos toxicos [145]. Las isoformas de
GST se dividen en varias familias incluidas la alfa y Mu, las cuales tienen multiples
miembros. En conjunto estas isoformas disminuyen al estrés oxidante inducido por
peroxidos de lipidos [146]. De igual forma, el incremento de la expresion del gen

GPX2 podria reflejar el estrés oxidante presente en las mujeres del tercil 1,
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considerando que este gen codifica para una enzima, cuya funcién es oxidar

glutatién a expensas de peréxido de hidrogeno [144].

Por otra parte, el andlisis de enriquecimiento identifico vias de sefalizacidén
mediadas por NRF2, PXR/RXR y el receptor aril hidrocarburo; debido a que
GSTM1, GSTA2 y GPX2 son regulados por estos factores de transcripcion. El
factor de transcripcibn NRF2 es un regulador positivo de la expresiéon de genes
involucrados en la proteccion contra el estrés oxidante, pero negativo de genes
gue promueven la esteatosis hepatica [147]. Estudios genéticos han identificado la
participacion de Nfr2 en la patogénesis del HGNA, ya que animales deficientes de
Nrf2 sometidos a dietas obesogénicas son mas susceptibles de acumular grasa
hepética [145]. En relacion a los factores de transcripcion PXR/RXR y el receptor
aril hidrocarburo, un incremento en su expresion también se asocia con una
acumulacion mayor de grasa hepatica [148,149]. El mecanismo que se ha
sugerido para explicar lo anterior, se basa en que la activacion de estos factores
se asocia con un aumento en la expresiéon hepatica de enzimas lipogénicas, pero

una disminucién de enzimas de la B-oxidacion [150].

Estos hallazgos sugieren que las concentraciones bajas de la proteina de
SFRP5 coexisten con la variacién de la expresion de genes involucrados en el
estrés oxidante, el cual ha sido descrito como uno de los mecanismos mas

importantes para explicar la progresion de esteatosis a esteatohepatitis [66].
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Por otro lado, las mujeres con concentraciones hepaticas bajas de la
proteina SFRP5 presentaron sobre-expresion de otros genes asociados al
desarrollo del HGNA como la citocina pro-inflamatorias IL-8, la metaloproteasa
MEP1B, el regulador de metaloproteasas (1,3,8,9 y 13) SPINK1 y el microRNA

miR-21.

IL-8 es una quimiocina atrayente de neutréfilos y un aumento en su
expresion se ha asociado con la progresiéon de EHNA [63,151]. Consistente con la
presencia del infiltrado inflamatorio en los |6bulos hepéticos en la EHNA, el cual
estd compuesto por neutréfilos, granulocitos y linfocitos [17]. Por otra parte,
MEP1B favorece la secrecién de citocinas pro-inflamatorias mediante protedlisis,
e.g. IL-18 e IL-1p, lo que promueve el estado inflamatorio de la EHNA [152].
SPINK1 es una anti-proteasa principalmente contra tripsin6geno pancreatico, pero
también se ha sugerido que es una proteina de fase aguda en el proceso
inflamatorio, ya que la inflamacién inducida por citocinas incrementa su expresion

en el higado [153].

De manera interesante, las concentraciones séricas aumentadas de miR-21
se han correlacionado con un incremento en el grado de esteatosis, inflamacién
hepatica y fibrosis [154,155]. Mas aun, miR-21 se une especificamente a la regién
3-UTR del mRNA del gen PTEN (phosphatase and tensin homolog), lo que induce
su degradacion. Existen numerosas evidencias que indican la participacion de

PTEN en el desarrollo del HGNA. El ratén knock-out tejido especifico hepatico de
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Pten desarrolla esteatosis y esteatohepatitis, y se caracteriza por una expresion
incrementada de enzimas lipogénicas como sintetasa de acidos grasos y la acetil-
CoA carboxilasa [156,157]. Ademas, la disminucién de la expresion de PTEN se
ha reportado en sujetos con obesidad que presentan esteatosis y esteatohepatitis
[158]. Por lo tanto, las concentraciones hepaticas bajas de SFRP5 estan
acompafiadas de un incremento en la expresion de genes que favorecen un
estado inflamatorio en el higado, y que podria alterar su funcionamiento, y

finalmente podrian promover la progresion a EHNA.

Dentro de la lista de genes diferencialmente expresados se encuentran
genes con funcion desconocida en el higado, como UGT2A1 que codifica una
proteina que forma un complejo proteico involucrado en la conjugacion de &cido
glucordénico con moléculas odorantes lipofilicas para incrementar su solubilidad, y
su subsecuente eliminacién en el epitelio olfatorio [159]. En este mismo caso se
encuentran los genes SLC3Al y VIL1. SLC3Al1l es un transportador de
aminoacidos basicos (lisina, ornitina y arginina) y cistina en el riidn e intestino
[160]. VIL1 inhibe la muerte celular programada, ya que mantiene la integridad
mitocondrial, y esto a su vez inhibe la activacion de las caspasa-9 y caspasa-3 en
células epiteliales [161]. Dada las funciones descritas hasta el momento sobre
estos genes es dificil sugerir un posible mecanismo por el cual participen en el

desarrollo y/o progresion del HGNA.
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Si bien el perfil de expresién hepatico observado se asocia con la variaciéon
de la concentracion de la proteina SFRP5, es posible que también se asocie con
la presencia de la esteatohepatitis. Debido a que la mayoria de las mujeres del
tercil 3 de SFRP5 son mujeres sin HGNA (83.3%) y las del tercil 1 son mujeres
con EHNA (83.3%). Aun cuando es dificil separar estas variables, cabe destacar
gue las concentraciones hepaticas disminuidas de SFRP5 coexisten con

mecanismos del HGNA como el estrés oxidante y la inflamacion [1,2,6].

Las fortalezas de este estudio fueron las siguientes: 1) Contar con biopsias
del tejido adiposo y hepatico humano; 2) la evaluacion histolégica de la biopsia
hepética; y 3) comparar los resultados de SFRP5 con los de adiponectina y
leptina; en conjunto estos resultados nos permitieron analizar con mayor precision

la asociacion de SFRP5 con el HGNA.

En resumen, las concentraciones de SFRP5 en el tejido hepatico
correlacionaron negativamente con un menor contenido de triglicéridos en el
higado y se asociaron con el riego a desarrollar esteatohepatitis en mujeres con
obesidad grado IlI/lll. De manera interesante, concentraciones hepaticas bajas de
SFRP5 coexisten con un perfil de expresion que involucra genes del estrés

oxidante y de inflamacion hepética
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8. CONCLUSIONES

A diferencia del modelo de ratén, la expresion del SFRP5 en el tejido adiposo
humano es baja, contrastando con una mayor expresion observada en el tejido

hepatico humano.

La disminucion en las concentraciones de la proteina de SFRP5 en el higado
pero no en suero, se asocio con la acumulacién hepética de triacilglicéridos y
con la esteatohepatitis, de manera independiente de las concentraciones
séricas de adiponectina, sugiriendo que los mecanismos involucrados en el
desarrollo del HGNA asociados con estas citocinas pueden ser distintos. Es
importante mencionar, que éste es el primer trabajo que reporta esta

asociacion.

Aun cuando no se observaron diferencias en los patrones de metilacion de dos
regiones del promotor del gen SFRP5, este mecanismo de regulacion de la

expresion génica no puede ser completamente descartado.

Las concentraciones en suero, mMRNA y proteina de SFRP5 y WNT5A no se
correlacionaron entre ellas. Asimismo, las concentraciones séricas y hepaticas
de WNT5A no se asociaron con el HGNA, sugiriendo que la activacién de la
via WNT mediante WNT5A no participa en el desarrollo y progresion de esta

enfermedad en esta poblacién de estudio.
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Uno de los hallazgo de mayor relevancia de este estudio fue la identificacion
de un perfil de expresiéon asociado con la concentracion hepatica de la
proteina SFRP5, el cual involucra genes participantes en el estrés oxidante e
inflamacion del tejido hepatico, implicados en mecanismos relacionados con el

desarrollo del HGNA.
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ABSTRACT

Background and aims. Secreted frizzled-related protein 5 (SFRP5) was recently described as a new adipok-
ine protective for hepatic steatosis and other obesity-related complications in the mouse model. To date,
SFRP5 expression in non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has not been fully assessed in humans. We
measured circulating SFRP5 levels and its expression in liver and adipose tissue, and evaluated its associa-
tion with NAFLD in morbidly obese women. Material and methods. Fifty-four morbidly obese women under-
going bariatric surgery were included in the study. Liver biopsies were used for histology and hepatic
triglyceride content quantification. Circulating SFRP5 levels were measured through enzyme-linked immu-
noabsorbent assay, and SFRP5 expression was performed in hepatic and adipose tissue (subcutaneous and
visceral). Results. Although circulating SFRP5 levels showed a tendency to decrease with NAFLD progres-
sion, no significant differences were observed among non-alcoholic steatosis, steatohepatitis, and control
subjects. Hepatic SFRP5 expression showed a negative correlation with hepatic triglyceride content
(r =-0.349, P =0.016 for mRNA and r = -0.291, P = 0.040 for SRFP5 protein) and ALT serum levels (r = -0.437,
P = 0.001 for SRFP5 protein). In addition, hepatic SFRP5 protein levels were significantly lower in NASH
than in control subjects (P = 0.006). Conclusion. This is the first study reporting an association of hepatic
SFRP5 expression with NAFLD in humans.

Key words. SFRP5. Hepatic expression. NASH. Morbid obesity. Hepatic triglyceride content.
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of the major risk factors for NAFLD, present in
up to 95% of morbidly obese patients.”® Adipose
tissue dysfunction results in altered profiles of ad-
ipokine secretion contributing to NAFLD develop-
ment.?10 To date, adiponectin is the only
adipokine recognized to have a protective effect on
NAFLD, as demonstrated by several studies asso-
ciating high levels of adiponectin with a reduced
risk of NAFLD in humans.!"14 Recent studies in
mice suggest that Sfrp5 (secreted frizzled-related
protein 5) is also a protective adipokine for glu-
cose intolerance, hepatic steatosis and fibro-
sis.1?16 However, the role of Sfrp5 in humans is
not clear. Although serum SFRP5 levels have been
found to be higher in lean and non-type 2 diabetes
subjects than in obese and type 2 diabetes pa-
tients;1718 other studies have reported opposite re-
sults.19:20 Moreover, Catalan, et al.?! recently
found no differences in SFRP5 serum concentra-
tions in NAFLD patients and controls.

Although in mouse model Sfrp5 is expressed at
substantially higher in white adipose tissue (WAT)
than in others tissues,!® in humans this protein is
not actively secreted by WAT and its expression is
higher in liver than in adipose tissue; however, its
role in human NAFLD is not fully understood.21:22

The aim of the present study was to characterize
serum, hepatic and adipose tissue expression of
SFRP5 mRNA and protein, and to explore its associ-
ation with NAFLD in morbidly obese women.

MATERIAL AND METHODS

Subjects

The present cross-sectional study included 54
morbidly obese Mexican women aged 21-60 years.
All participants underwent bariatric surgery at
the Hospital General Dr. Rubén Lefnero in Mexico
City. During surgery, wedge biopsies from the free
border of the left liver lobe and adipose tissue bi-
opsies (visceral and subcutaneous) were obtained
from all patients. Subjects with positive serology
tests for hepatitis B surface antigen (HBsAg) and
hepatitis C antibody (anti-HCV) (Ortho Clinical
Diagnostic Johnson-Johnson, UK), or with alco-
hol consumption > 20 g/day were not included in
the study. All participants provided informed con-
sent. The study protocol conformed to the 1975
Declaration of Helsinki ethical guidelines, and the
Ethics Committee of the Instituto Nacional de Me-
dicina Genémica (INMEGEN) approved the re-
search.

Anthropometric and biochemical parameters

Body mass index (BMI) was defined as weight in
kilograms divided by the square of height in meters
(kg/m?2). Blood samples were taken after a 10-h over-
night fast for biochemical measurements. Blood glu-
cose, insulin, triglycerides, total and HDL
cholesterol (HDL-C) were measured as previously
described,?? and insulin sensitivity was calculated
using the homeostatic model assessment for insulin
resistance (HOMA-IR) index.?* Serum concentra-
tions of aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT) and gamma glutamyl
transpeptidase (GGT) were measured with commer-
cially available standardized methods (Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA). Serum adiponectin
and leptin levels were determined using commercial-
ly available enzymatic kits (EMD Millipore, St.
Charles, MO, USA). Serum SFRP5 levels were
measured in duplicate in 47 out of 54 subjects, using
commercial enzyme-linked immunoabsorbent assay
(ELISA) kits (MyBioSource, San Diego, California,
USA). Serum samples were not available from 7 sub-
jects. Type 2 diabetes (T2D) was defined as either
self-reported use of hypoglycemic agents or fasting
plasma glucose levels > 126 mg/dL.2% Under these
criteria, 23 patients had T2D (13 receiving hypogly-
cemiant treatment: 8 with metformin monotherapy
and 5 with metformin/glibenclamide combination).

Liver histology

Liver biopsy specimens were fixed in 10% formal-
dehyde, embedded in paraffin, stained with hematox-
ylin-eosin and Masson’s trichrome, and evaluated
by an experienced pathologist. Histological charac-
teristics were determined according to the Kleiner
scoring system.?8 Steatosis was scored in a scale 0-
3, grade of inflammation 0-3, and hepatocellular bal-
looning 0-2. These histopathological features were
used to estimate NAFLD activity score (NAS). All
participants were classified as controls (subjects
without steatosis), individuals with hepatic steato-
sis (NAS ranging from 1 to 2), individuals with non-
defining NASH (NAS ranging from 3 to 4), and
individuals with NAS > 5 were considered as NASH.
Fibrosis was staged in grade 0-4.

Gene expression analysis

Total RNA was extracted from visceral and sub-
cutaneous adipose tissue using the RNeasy Lipid
Tissue Mini kit (Qiagen, Germantown, Maryland,
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USA), and from hepatic tissue using Trizol reagent
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
500 ng of total RNA were used for cDNA synthesis
using TagMan Reverse Transcription Reagent (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, USA). Expression
of SFRP5 and the housekeeping genes (ACTB [(-ac-
tin and GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase) were determined by quantitative PCR
using the LightCycler TagMan Master Real time
PCR kit in a Light Cycler 480 II thermal cycler (Ro-
che, Rotkreuz, Switzerland). TagMan Gene expres-
sion assay Hs00169366 _m1 (Applied Biosystems)
was used to quantify SFRP5 mRNA levels. For
housekeeping genes, pre-validated assays using
LNA Tagman probes from the Universal
ProbeLibrary (Roche) and specific primers were
used. ACTB (NM_001101) mRNA expression was
measured as reference using primers CCAAC-
CGCGAGAAGATGA (forward) and CCAGAGGCGT-
ACAGGGATAG (reverse), and probe #64 (Cat. No.
04688635001); GAPDH (NM_002046) mRNA expres-
sion was measured as reference using primers
AGCCACATCGCTCAGACAC (forward) and
GCCCAATACGACCAAATCC (reverse), and probe
#60. Relative mRNA levels were calculated with
LightCycler Relative Quantification Analysis soft-
ware.

Protein expression analysis

Liver and adipose tissue biopsies (70 mg) were
homogenized in cold RIPA buffer supplemented with
protease inhibitors (Roche). Total protein concen-
tration was quantified using the DC protein Assay
(Bio-Rad, Richmond, CA, USA). Protein extracts (50 ug)
were separated by SDS-PAGE on 10% gels and
transferred to polyvinylidine fluoride membranes
(GE Healthcare/Amersham Biosciences, Piscataway,
NdJ, USA). Membranes were incubated overnight
with goat anti-SFRP5, or mouse anti-a-tubulin pri-
mary antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). o-tubulin was used as constitutive
protein. Immunoreactive proteins were visualized by
enhanced chemiluminescence (ECL, Millipore, Bill-
erica, MA, USA), and blots were quantified using
Imaged software (http://rsb.info.nih.gov/ij/). All
samples were analyzed in duplicate and results are
presented as SFRP5/a-tubulin ratio.

Hepatic triglyceride content

Liver tissue (50 mg) was homogenized in saline
solution (0.9%) and total lipids were extracted with

the Folch method.?” Briefly, total lipids were ex-
tracted in chloroform/methanol (2:1 vol/vol). The or-
ganic phase was dried under nitrogen stream, lipids
were re-suspended in isopropanol and 10% Triton X-
100. Triglyceride concentrations were determined by
spectrophotometry (Beckman DU 640, Beckman In-
struments, Fullerton, CA), using commercial colori-
metric assay kits (Diagnostic systems, Holzheim
Germany) and normalized to total protein concen-
tration.

Immunohistochemistry

Formalin-fixed liver samples from a non-NASH
individual were processed; 3-um thick paraffin sec-
tions were used for SFRP5 immunohistochemistry.
Briefly, deparaffinized liver sections were treated by
antigen retrieval with 20X ImmunoDNA Retriever
Citrate, and then blocked with ImmunoDetector
Peroxidase Blocker (Bios SB, Santa Barbara CA,
USA). Protein was identified by two different anti-
SFRP5 antibodies (mouse monoclonal and goat poly-
clonal, Santa Cruz Biotechnology). Liver samples
were then treated with the corresponding probe
(mouse or goat) followed by Mouse- or Goat-On-Ro-
dent HRP-Polymer (Biocare Medical, Concord, CA,
USA) and DAB chromogen. Samples were counter-
stained with hematoxylin.

Nuclear and cytoplasm SFRP5 quantification

Nuclear and cytoplasm proteins were isolated
from hepatic tissue (100 mg) using a protein isola-
tion kit (Proteod ET Cytoplasmic and Nuclear Pro-
tein Extraction kit, Fermentas, Canada). Protein
concentrations were determined using the DC pro-
tein Assay. SFRP5 immunoblots were performed in
nuclear and cytoplasm proteins (20 pg) in SDS-
PAGE on 10% gels as previously described.

Statistical analysis

SFRP5 mRNA and protein levels, serum insulin,
triglyceride, AST, ALT, and GGT levels, HOMA-IR
and hepatic triglyceride content were log-trans-
formed to achieve normal distribution. Statistical
differences among study groups were calculated us-
ing ANOVA or Kruskal-Wallis test for numeric vari-
ables, depending on variables’ distribution. Chi
square test was used for nominal categorical varia-
bles. Correlations were obtained by Spearman’s test.
Moreover, multivariate linear regression models
were fit to construct a predictive model for NAFLD
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activity score. The main effects of age, BMI, triglyc-
erides, total cholesterol, HDL-C, adiponectin, leptin,
insulin levels, HOMA-IR, AST, ALT and hepatic
SFRP5 protein content were included, and a step-
wise backward elimination procedure was used to
exclude predictors from the model. P values < 0.05
were considered significant. Analyses were conduct-
ed with the SPSS v.14 program (SPSS, Chicago,
USA).

n.s.
n.s.

< 0.05%+8
n.s.
0.028
n.s
n.s.
n.s
0.048
n.s.
n.s.

< 0.05%+8

n.s.
n.s
< 0.058

P value
0.0058
0.048

=22)
1.7
8.4

RESULTS

15 (68.2)
10 (45.4)

7.5

19.0 (14.0-29.0)
6.9 +
51.7 + 32.1
+
3.42 £ 2.29

35.1 +9.6

45.6 + 6.8
120.7 + 21.3
10.3 (8.4-40.0)
3.1(2.2-11.7)

138.0 (114.0-190.8)
159.6 + 30.8

31.5 + 9.6
42.0 (22.0-71.5)

NASH (n
31.0 (26.0-45.0)

The study included fifty-four consecutive morbid-
ly obese female patients, 9 subjects without steatosis
(17.7%), 13 subjects with steatosis (24.1%), 10 sub-
jects with non-defining NASH (17.5%), and 22 sub-
jects with NASH (40.7%). Comparison of clinical
and biochemical characteristics among groups are
shown in table 1. Of note, triglyceride serum levels
were significantly lower in controls as compared to
all NAFLD groups, and HDL-C serum levels were
higher in controls, although the difference was sta-
tistically significant only when compared to the
NASH group. Moreover, the NASH group showed
lower serum adiponectin levels as compared to the
control group (P = 0.04, adjusted for T2D and hy-
poglycemic treatment). As expected, hepatic triglyc-
eride content (HTGC) clearly increased according to
the level of liver damage. Accordingly, the frequency
of individuals with T2D subjects also increased with
NAFLD progression; however, only the difference
between the control and NASH groups was statisti-
cally significant.
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Circulating SFRP5 levels in NAFLD
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Serum SFRPS5 levels decreased with NAFLD pro-
gression, although the differences were not signifi-
cant among groups (P > 0.05) (Figure 1). In
addition, SFRP5 levels were not significantly differ-
ent between individuals with stage 0 (n = 39) and
stage 1 (n = 6) fibrosis (44.8 + 2.1 vs. 40.6 = 2.6
ng/mL, P = 0.4), but were lower in both patients
with stage 2 fibrosis (35.8 = 5.9 ng/mL).

Because hypoglycemic agents may alter SFRP5
circulating levels,!” a separate analysis was per-
formed excluding all diabetic individuals receiving
pharmacological treatment (n = 13), still observing
no significant differences among groups. In con-
trast, serum SFRP5 levels showed a significant posi-
tive correlation with serum adiponectin (r = 0.330;
P = 0.02), but a negative correlation with serum
leptin (r = -0.381; P = 0.01) and leptin/adiponectin
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HTGC (mg Tg/mg protein)

T2D (%)
Hypoglycemic agents (%)

Triglycerides (mg/dL)
Cholesterol (mg/dL)
HDL-C (mg/dL)

AST (IU/mL)

ALT (IU/mL)

GGT (IU/mL)
Adiponectin (mg/L)

Leptin (ng/mL)

LAR

Characteristics
BMI (kg/m?)
Glucose (mg/dL)
Insulin (mIU/L)
HOMA-IR

Age (yrs)
Data are expressed as mean + standard deviation or median (interquartile range). BMI: body mass index. HOMA-IR: homeostatic model assessment for insulin resistance. HDL-C: high-density lipopro-

tein cholesterol. AST: aspartate transaminase. ALT: alanine transaminase. GGT: gamma glutamyl transpeptidase. LAR: leptin-adiponectin ratio. HTGC: hepatic triglyceride content. T2D: type 2 diabe-
tes. Hypoglycemic agents: metformin and glibenclamide. * P value corresponds to comparisons between control and steatosis groups. ¥ P value corresponds to comparisons between control and

non-defining NASH groups; and § P value corresponds to comparisons between control and NASH groups; n.s.: non significant.

Table 1. Anthropometric and biochemical parameters of the study participants.
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ratio (LAR) (r = -0.455; P = 0.001) (Table 2), which
remained significant after adjusting for T2D.

SFRP5 expression and association with NAFLD

SFRP5 mRNA was detectable in 34% of subcuta-
neous and in 63% of visceral adipose tissue samples.

70.0
60.0

50.0

——

-

40.0

HH

30.0

20.0 4

Serum SFRP5 (ng/mL)
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0.0 : : .
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Figure 1. Circulating SFRP5 in obesity-associated comor-
bidities. Serum SFRP5 levels in control (n = 7), steatosis (n =
11), non-defining NASH (n = 10) and NASH (n = 19) subjects.
Serum SFRP5 levels were measured in 47 individuals. Data are
expressed as mean + SEM.

NASH

Table 2. Correlation between serum SFRP5 levels with biochemical pa-
rameters.

Characteristics Serum SFRP5

(ng/mL)
Hepatic mRNA SRRP5 -0.21
Hepatic SFRP5 protein -0.08
Age (yrs) -0.19
BMI (kg/m?) -0.05
Glucose (mg/dL) -0.18
Insulin (mIU/L)} -0.10
HOMA_IR* -0.16
Triglycerides (mg/dL) 0.04
Cholesterol (mg/dL) 0.04
HDL-C (mg/dL) 0.20
LDL-C (mg/dL) -0.10
AST (IU/mL) -0.15
ALT (IU/mL) 0.23
GGT (IU/mL) 0.06
Serum adiponectin (mg/L) 0.33*
Serum leptin (ng/mL) -0.38**

LAR -0.45**
HTGC (mg TG/mg protein) -0.06

BMI: body mass index. HOMA-IR: Homeostatic model assessment for insu-
lin resistance. HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol. AST: aspartate
transaminase. ALT: alanine transaminase. GGT: gamma glutamyl
transpeptidase. LAR: leptin-adiponectin ratio. HTGC: hepatic triglyceride
content. *Analysis was performed in non-type 2 diabetes subjects. *P value
< 0.05. **P value < 0.01.

In contrast, hepatic SFRP5 mRNA was detectable in
all samples, and significantly higher than in adipose
tissue samples (P < 0.01). The presence of SFRP5 in
hepatocytes was confirmed by immunohistochemis-
try, as immunoreactivity was observed in both the
cytoplasm and the nucleus of hepatocytes (Figure
2A). These results were further confirmed with
SFRP5 immunodetection in nuclear and cytoplasm
protein extracts (Figure 2B).

Interestingly, both SFRP5 hepatic mRNA and
protein levels showed a significant negative correla-
tion with HTGC (r = -0.349, P = 0.016 and r = -
0.291, P = 0.040, respectively) (Figures 3A-3B). In
addition, SFRP5 hepatic protein levels showed a sig-
nificantly negative correlation with serum ALT (r =
-0.437, P = 0.001) and GGT levels (r = -0.287, P =
0.037) (Table 3).

In order to determine whether SFRP5 is associat-
ed with NAFLD, hepatic SFPR5 expression was
compared among groups. Hepatic SFRP5 mRNA lev-
els were 27.1 % lower in individuals with steatosis
(P = 0.08, adjusted for T2D status and hypoglyc-
emic agent) and 36.9% lower in individuals with
NASH (P = 0.026, adjusted for T2D status and

A

B Nuclear Cytoplasmatic

SFRP5

Lamin A/C a-tubulin

Figure 2. Cellular localization of SFRP5 in hepatic tissue.
A. A representative example of SFRP5 immunoblotting in he-
patic tissue of a non-NASH subject, immunoreactivity
is present in both nuclei and cytoplasm (200x magnification).
B. SFRP5 immunoblotting in nuclear and cytoplasmic fractions
from hepatic tissue (two representative examples).
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Table 3. Correlation between hepatic SFRP5 protein levels with bio-  hypoglycemic treatment) as compared to controls.

chemical parameters.

Characteristics SFRP5 protein

Correlation P value

coefficient
Age (yrs) 0.049 0.724
BMI (kg/m?) -0.081 0.563
Insulin (mIU/L)* 0.014 0.946
HOMA-IR* 0.010 0.961
Triglycerides (mg/dL) 0.069 0.619
Cholesterol (mg/dL) 0.081 0.550
HDL-C (mg/dL) -0.114 0.411
AST (IU/mL) -0.205 0.141
ALT (lU/mL) -0.437 0.001
GGT (lu/mL) -0.287 0.037
Adiponectin (mg/L) 0.028 0.845
Leptin (mg/mL) 0.025 0.863
LAR 0.009 0.949
HTGC (mg TG/mg protein) -0.291 0.040

BMI: body mass index. HOMA-IR: homeostatic model assessment for insu-
lin resistance. HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol. AST: aspartate
transaminase. ALT: alanine transaminase. GGT: gamma glutamyl
transpeptidase. LAR: leptin-adiponectin ratio. HTGC: hepatic triglyceride
content. * Analysis was performed in non-type 2 diabetes subjects only.

In addition, SFRP5 protein levels were 38.8 % lower
in the NASH group (P = 0.006, adjusted for T2D
status and hypoglycemic treatment) as compared to
controls (Figures 3C and 3D). Hepatic SFRP5 pro-
tein levels were not significantly different between
individuals with stage 0 (n = 45) and stage 1 (n =
7) fibrosis (0.48 = 0.03 vs. 0.48 + 0.04, P = 0.7),
but were lower in both patients with stage 2 fibrosis
(0.34 = 0.019).

Table 4 describes a multivariate linear regression
model to predict NAFLD activity score. According to
this model, T2D diagnosis, HOMA-IR, serum ALT,
leptin and adiponectin levels, and hepatic SFRP5
protein content were predictive factors independent-
ly associated with NAFLD activity score.

DISCUSSION

In the present study, serum SFRP5 levels de-
creased with NAFLD progression although differ-
ences did not reach statistical significance, in
consistency with the findings of Catalan, et al.?! In-
terestingly, and in agreement with previous studies,
SRFP5 levels showed a significantly positive corre-
lation with adiponectin,'”®28 and an inverse corre-
lation with leptin and LAR,?® which has been
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Table 4. Multivariate regression model to predict NAFLD activity score.

Characteristics B SE P value
T2D diagnosis 1.861 0.487 <0.001
HOMA-IR 0.085 0.039 0.034
ALT (lU/mL) 2.061 0.819 0.016
Leptin (ng/mL) 2.169 0.838 0.013
Adiponectin (mg/L) -0.185 0.084 0.033
Hepatic SFRP5 protein -3.334 1.254 0.011
Constant 3.635 2.310 0.124

NAFLD activity score is the unweighted sum of steatosis (0-3), lobular inflammation (0-3), and hepatocellular ballooning (0-2) scores; B: unstandardized coefficient.
SE: standard error of unstandardized coefficient. Constant: constant of the regression model. T2D: type 2 diabetes. HOMA-IR: homeostatic model

assessment for insulin resistance. ALT: alanine transaminase.

considered a useful measure of insulin sensitivity.
In this study, we found low SFRP5 mRNA levels
in visceral and subcutaneous adipose tissue from
morbidly obese women. These results are in agree-
ment with a previous study reporting extremely low
levels of SFRP5 transcript in human WAT, and
SFRP5 not being actively secreted from adipocytes.??
Because there is scarce information on SFRP5 ex-
pression in other metabolically relevant non-adipose
tissues in humans, we quantified its mRNA and pro-
tein levels in liver biopsies from morbidly obese
women, confirming the presence of SFRP5 by immu-
nohistochemistry and immunoblot analyses. We
then tested whether hepatic SFRP5 levels were asso-
ciated with NAFLD. SFRP5 mRNA and protein lev-
els correlated negatively with HT'GC and also were
inversely associated with non-alcoholic steatohepati-
tis. These results are in agreement with the report
of Ouchi, et al.,'® who observed higher HTGC and
liver steatosis in Sfrp5 deficient mice fed a high-fat
diet. Furthermore, a recent study reported that
Sfrp5 may ameliorate liver fibrosis in the mouse
model.'® Unfortunately, because only 2 individuals
had stage 2 fibrosis, it was not possible to assess
whether SFRP5 has a role in human liver fibrosis.
Finally, although circulating SFRP5 levels did not
differ significantly according to NAFLD severity,
SFRP5 mRNA and protein levels were decreased in
hepatic tissue of NASH subjects as compared to con-
trols. This may be consistent with an autocrine role
of SFRP5 in the liver, as previously observed for
SFRP5 in pancreatic beta-cell proliferation, partici-
pating in WNT signaling pathway.?? Further studies
are required to understand the mechanisms by
which hepatic SFRP5 is associated with NAFLD.
Hepatic SFRP5 protein levels were found to be an
independent predictor of NAFLD by multivariate
analysis. This analysis also confirmed other NAFLD
predictors such as T2D, adiponectin and ALT serum

levels.!1:13:31 Although serum adiponectin levels and
hepatic SFRP5 protein levels were both identified as
NAFLD predictors, it is noteworthy that these pa-
rameters were not significantly correlated in the
present study. These findings suggest hepatic
SFRP5 may have an important role in obesity-relat-
ed metabolic complications.

Because this study included only morbidly obese
women, our results may not be applicable to men
and/or to other classes of obesity. Moreover, be-
cause this is a cross-sectional study, it is not possi-
ble to identify causality of low SFRP5 hepatic
expression in human NAFLD. One more limitation
is that serum wingless-type MMTYV integration site
family member 5A (WNT5A) levels, previously asso-
ciated with NAFLD,2! were not measured. SFRP5
binds and antagonizes WNT5A, inhibiting its down-
stream non-canonical signaling pathway that affects
various metabolic traits.!%2130 Additional studies
are required to replicate these findings, and to fur-
ther characterize the role of hepatic SFRP5 and oth-
er SFRPs (SFRP1, 2 and 4) known to have a role in
adipogenesis, which could also be involved in the de-
velopment of NAFLD.15-22:32

In conclusion, this is the first study reporting the
association of reduced SFRP5 hepatic expression
with hepatic triglyceride accumulation and with se-
verity NAFLD in humans.
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ABBREVIATIONS

* ACTB: B-actin.

e ALT: alanine aminotransferase.

e AST: aspartate aminotransferase.

¢ BMI: body mass index.

* GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydroge-
nase.

* GGT: gamma glutamyl transpeptidase.

¢ HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol.

e HOMA-IR: homeostatic model assessment for
insulin resistance.

e HTGC: hepatic triglyceride content.

* LAR: leptin-adiponectin ratio.

¢ NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease.

¢ NAS: NAFLD activity score.

* NASH: non-alcoholic steatohepatitis.

¢ SFRPS5: secreted frizzled-related protein 5.

e T2D: type 2 diabetes.

* WAT: white adipose tissue.
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